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Zdůvodnění a cíle: I když obezita a metabolický syndrom představují ve světě závažný 
zdravotnický problém, arsenál farmakoterapie je pro léčbu dosud nedostatečný. V naší práci 
jsme se zaměřili na buňky dvou hlavních orgánů představující riziko těchto nemocí – 
hepatocyty a viscerální adipocyte a použili je v našem modelu. Zjišťovali jsme 3 hlavní 
metabolické a signalizační děje v těchto buňkách- v hepatocytech glykogenolýzu, produkci 
oxidu dusnatého (NO), transkripci indukovatelné NO syntházy (iNOS) v adipocytech 
lipolýzu, produkci NO a transkripci iNOS. V první části práce jsme se zaměřili na vliv 
kombinace peroxisome proliferation activator receptor γ  (PPAR γ) agonisty, antagonisty a β3 
adrenomimetika na  kulturu epididymálních potkaních adipocytů. V druhé části jsme 
zkoumali vliv β a α adrenergních mimetik, adrenergních blokátorů, NO donorů a NOS 
blokátorů na kulturu potkaních hepatocytů s vysokým obsahem glykogenu.
Metody: Produkce NO po vlivu účinných látek byla zjišťována pomocí metody detekce 
NO2,NO3, glykogenolýza byla detekována podle glukózy uvolněné do media z kultury 
hepatocytů, hladina NOS byla zjišťována jak komparativní polymerázovou řetězovou reakcí 
s reversní transkripcí (RT-PCR u hepatocytů), tak kvantitativní real time RT PCR u adipocytů. 
Lipolýza byla hodnocena podle hladiny glycerolu uvolněného do media v kultuře adipocytů.
Výsledky: Trioglitazon jako PPAR γ agonista blokoval částečně β3 adrenomimetikem 
BRL-37344 navozenou lipolýzu v potkaních adipocytech stejně jako NO synthezu. Přidáním 
PPARγ antagonisty SR-202 však nedošlo k blokádě efektu troglitazonu, což nás vedlo 
k hypotéze o nonPPARγ  efektu troglitazonu. Blokáda efektu troglitazonu na β3 adrenergně 
vyvolanou lipolýzu a NO produkci byla zjištěna až při přidání  blokátoru AMPK (adenosin 
monofosfát protein kinázy) – Compound C. Hladina iNOS zjištěná RT-PCR kopírovala 
hladinu celkového NO detekovaného v mediu kultury adipocytů. U hepatocytů bohatých na 
glykogen jak epinephrin, tak phenylephrin vedl k zvýšení glykogenolýzy a NO produkce, ale 
jen prazocin jako α adrenergní blokátor a nikoliv propranolol jako β blokátor byl schopen 
zvýšení glykogenolýzy a NO produkce zabránit. Glykogenolýza byla zvýšena i po SNAP jako 
donoru NO a naopak snížena po L-NAME a po aminoguanidinu jako blokátoru NOS. 
Podobný efekt  na NO produkci a glykogenolýzu byl zjištěn pokud byla α adrenergní 
mimetika zaměněna za glukagon.
Závěr: Zjištěný pravděpodobný PPARγ  non dependetní- zato AMPK dependentní  efekt 
troglitazonu na lipolýzu viscerálnch adipocytů a produkci NO  může pomoci v hledání 
selektivnějších látek ze stejné skupiny glitazonů bez nežádoucího účinku na vzestup tělesné 
hmotnosti. Zjištění α adrenergního mechanismu adrenergně navozené glykogenolýzy může 
vést účinnou blokádou k prodloužení antiglykogenolytického efektu některých nově 
vyvíjených blokátorů receptoru pro glukagon. Poznání signálního významu NO jak 
v adipocytech tak v hepatocytech může pomoci k objasnění oxidačně redukční signalizace a 





Background and aims:  Both obesity and metabolic syndrome form severe health problems 
in the whole world. Nevertheless the armament of pharmacotherapy for both diseases remains 
unsatisfactory. We aimed our work to main organs in risk of the mentioned diseases –liver and 
visceral fat using hepatocytes and visceral adipocytes as model. We detected 3 main metabolic 
and signalization activities- glycogenolysis, Nitric oxide (NO) production and transcription of 
inducible NO synthase (iNOS) in hepatocytes, lipolysis, NO production and iNOS 
transcription rate in adipocytes. We directed our interest to combination of peroxisome 
proliferation activator receptor γ  (PPARγ) agonist, antagonist and β3 adrenergic agonist in the 
culture of epididymal rat adipocytes in the first part of our work. While in the second part we 
investigated the influence of β and α adrenergic mimetics, adrenergic blockers in the culture 
of rat high glycogen content hepatocytes.
Methods: NO production was detected under the active agents treatments by detection of NO 
oxidative products NO2 and NO3 in media. Glycogenolysis was measured as free glucose rise 
released by hepatocytes into the media. NOS transcription level was extrapolated after 
comparative polymerase chain reaction with reverse transcription and either after quantitative 
real time RT-PCR. Lipolysis was calculated after free glycerol released to media in adipocyte 
culture.
Results: Troglitazone as PPARγ  agonist attenuated partially lipolysis triggered by β3 agonist 
BRL-37344 and blocked the triggered NO synthesis in rat isolated adipocytes. Addition of 
PPARγ  antagonist SR-202 brought no blocking effect on troglitazone activity. That fact 
offered an alternative hypothesis of nonPPARγ  effect of troglitazone to us. The blockade of 
troglitazone action on β3 adrenergic triggered lipolysis and NO production could be seen not 
earlier than after addition of AMPK (adenosine monophosphate protein kinase) blocker- 
Compound C. The level of iNOS detected by RT-PCR imitated the NO level measured in 
adipocyte culture media. Both Epinephrine and Phenylephrine caused increase in rate of  
glycogenolysis and NO production in the culture of glycogen rich hepatocytes but the effect 
could be blocked by prazocin – α adrenergic blocker only despite no blockade detected after - 
propranolol - β adrenergic blocker . Upward trend of glycogenolysis could be seen even after 
SNAP as NO donor while downward trend was detected after L-NAME or aminoguanidine- 
known NOS blockers. Similar effect to adrerergicaly stimulated glycogenolysis and NO 
production could be seen after stimulation of glycogenolysis and NO prodution by glucagon.
Conclusion: The supposed non PPARγ  dependent and AMPK dependent effect of 
troglitazone on lipolysis and NO production in visceral adipocytes ascertained by us could 
help in invention of more selective compounds from the same group of glitazones without 
common adverse effect on weight gain in patients. The detected α adrenergic mechanism of 
catecholamine induced glycogenolysis could help to prolong atiglycogenolytic effect of 
several newly invented glucagon receptor blockers by effective adrenergic blockade. The 
investigation of NO signaling effect in both adipocytes and hepatocytes could help to clarify 
oxidative/reductive signalization and alternatively help in finding out vasodilatation effect of 
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1. Úvod: Obezita je v současnosti považována za pandemii rozvinutého světa a má ročně 
na svědomí mnoho lidských životů. Přesto, že provází lidstvo od nepaměti, nedaří se ji dodnes 
dostatečně léčit. Moderní způsob života s nedostatkem fyzické aktivity a nadbytkem potravin 
bude problém obezity stále zhoršovat, neboť statistika ukazuje, že obézních lidí přibývá. Ruku 
v ruce s obezitou centrálního typu jde i soubor onemocnění, které spadají do čtveřice příznaků 
metabolického syndromu (zvýšená glykemie nalačno nebo diabetes, obezita, hypertenze, 
dylipidemie). U diabetu je hlavním příznakem pro stanovení diagnózy hyperglykemie. Tato je 
způsobena kromě absolutního nebo realtivního nedostatku insulinu i faktory, které jsou 
schopny glykemii zvyšovat. Mezi nejsilnější takové faktory patří jaterní glykogenolýza.
Molekulární podklady vzniku obezity dosud nejsou zcela probádané a proto i arsenál léků, 
který by účinně obezitu léčil a neměl výrazné nežádoucí účinky, je malý. Přes nepoměrně 
větší arsenál léčiv na diabetes a hyperglykemii je stále aktuální výzvou hledání nových 
signálních drah a potažmo léčiv i v této oblasti. Pro farmakologii je obezita i diabetes stále 
zatím hozenou rukavicí v boji za hledáním nových a účinnějších léčiv. Ve své práci se snažím 
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alespoň málem přispět k velkým úkolům, které nás v hledání účinných antiobezitik a dalších 
antidiabetik ještě čekají. 
2. Seznam použitých zkratek:
ACS - acyl-CoA syntáza
ACTH - adrenokortikotropní hormon
ADP - adenosin difosfát
AgRP - Agouti related peptid
AICAR           - 5-Aminoimidazol-4-carboxamid 1-β-D-ribofuranosid
ALBP - adipocyte lipid binding protein 
AMP - adenosin monofosfát 
AMPK - adenosin monofosfát kináza
AMPKK - adenosin monofosfát kináza kináza (nadřazená kináza k AMPK)
aP2 - adipocyte fatty acid binding protein
ATGL             - adipose triglycerid lipáza 
ATP - adenosin trifosfát
BMI - index tělesné hmotnosti ( Body Mass Index )
B2m - beta 2 mikroglobulin
cAMP - cyklický adenosin monofosfát
CAP - cbl – associated protein
CART - Cocaine Amphetamine Regulated Trascript
CE - estery cholesterolu
C/EBPα          - CCAAT/enhancer binding protein α
cGMP - cyklický guanosin monofosfát
CNS - centrální nervový systém
CREB1 - cAMP responsive element binding protein 1
CRH - hormon uvolňující kortikotropin – kortikoliberin
CRH2R - receptor kortikoliberinu typu 2
DM II - diabetes mellitus 2. typu
ESC - European Society of Cardiology ( Evropská kardiologická společnost)
FATP - Fatty acid transport protein
FPG - fatique plazma glucose (glykémie nalačno) 
FFAs - free fatty acids (volné mastné kyseliny)
GC                  - guanylát cykláza;
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Gi                    - inhibiční G protein
GIT - gastrointestinální trakt
GLUT 2, GLUT 4 – glukozový přenašeč 2 a 4
GP, GPb, GPa - glykogen fosforyláza (GPb- inaktivní forma, GPa- aktivní forma)
GR - receptor pro glukagon
GTP                - guanosin trofosfát
HDL-C - high denzity podtyp cholesterolu
HMW - high molecular weight (vysokomolekulární)
HSL - hormon senzitivní lipáza
IC50                 - inhibiční koncentrace s 50% inhibicí daného receptoru
ICHS - ischemická choroba srdeční
IGF-1 - insulin like growing factor 1
IGT - impaired glucose tolerance ( porušená glukózová tolerance)
IL-1β, IL-6 - interleukin 1β, interleukin 6
IRS - insulin response substrát (signál produkovaný jako odpověď na stimulaci
                          insulinového receptoru)
JAK - Janus kináza
JNK - Janus kináza
L-NAME - NG-nitro-L-arginine-methyl ester
L-NNA           - NG-nitro-L-Arginin
LHRH - hormon uvolňující luteinizační hormon (luteotropin)
LKB1 - AMPK nadřazená kináza ze skupiny Ser/Thr kináz 
LLP, LPL - lipoproteinová lipáza
LPS - lipopolysacharid
MAPK            - mitogen activated protein kinaza
MGL - monoglycerid lipáza
MK - mastné kyseliny 
MO25 - armadillo repeat-containing mouse protein 25
MSH - melanocyty stimulující hormon
MC3R a MC4R – melanocyt receptor typu 3 a 4
NA - noradrenalin
NAD/NAD+  - nikotinamid adenin dinukleotid (oxidovaná a redukovaná forma)
NADP/NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfát (oxid. a redukovaná forma)
NAM              - nikotinamid
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Nampt            - nikotinamid fosforibosyltransferáza
NEFA             - non-esterified fatty acids (volné mastné kyseliny)
NEMK - neesterifikované (volné) mastné kyseliny 
NF-κB - nukleární faktor κB
NO - oxid dusnatý
NOS - NO syntáza
NPY - neuropeptid Y
oGTT - orální glukózový toleranční test
PAI-1 - plazminogen aktivátor inhibitor typu 1
PGC-1α          - peroxisome proliferator-activated receptor γ coaktivátor 1-α
PI - fosfatidylinositol
PI3-K - fosfatidylinositol 3-fosfo kináza
PKA,B,C,G - proteinkináza A, B, C, G
POMC - proopiomelanocortin
PPARγ - peroxisome proliferation activator receptor γ 
qRT-PCR        - quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (kvantitativní  
                           polymerázová řetězová reakce s reverzní transkripcí v reálném čase)
RT-PCR          - reverse transcription polymerase chain reaction (polymerázová řetězová 
   reakce s reverzní transkripcí využívající komparace ke kvantifikaci)
SIRT 1 - silent information regulator T1 (histon/protein deacetyláza)
SSRI - specifický blokátor reuptaku serotoninu (typ antidepresiva)
STAT - signal transducer and activator of transcription
SNAP - S-Nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine
STRAD - STE20-related adaptor
TAG - triacylglyceroly
TAK1             - transforming growth factor beta-activated kinase
TNFα - tumor necrosis faktor α
UCP - uncoupling proteiny
VEGF - vascular endothelial growth factor
VIP - vazoaktivní intestinální peptid
VLDL - very low denzity lipoproteins( lipoproteiny o o velmi nízké hustotě)
VPAC1           - receptor for vasoactive intestinal peptide and pituitary adenylate cyclase
                  activating peptide
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WAT - white adipose tissue (bílý tuk)
ZMP - 5-aminoimidazole-4-carboxamide1-β-D-ribofuranotid
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Poznámka: odkazy na náš vlastní výzkum v literárním přehledu jsou vyznačeny fialovou 
barvou.
Převzatá schémata a tabulky jsou ponechány v původním znění v angličtině pro 
zachování  autenticity. Pokud byly tabulky zkráceny, je toto uvedeno. U všech přejatých 
částí jsou vyznačeny odkazy na příslušnou literaturu.
6.1. Obezita a metabolický syndrom
6.1.1  Obezita - definice onemocnění
Obezita je dnes klinicky definována podle snadno dostupného vyšetření výšky a tělesné 
hmotnosti a tzv.Queteletova indexu, který je dnes celosvětově označován jako Body mass 
index (BMI- body mass index = váha v kg/ (výška v m)2). Optimální životní prognózu mají 
lidé s BMI 20-22. Obezita je v našich zemích pak definována jako BMI> 30.
Výrazně se zvyšuje morbidita od BMI 27, proto někteří autoři definují obezitu jako BMI>27: 
Obezita (při BMI > 27) vede k zvýšení rizika mnoha chorob oproti normální tělesné 





Hypertenze 2,9 Hyperlipidémie 1,5
Infarkt myokardu 1,9 Cholecystopathie 2,0
Angína pectoris 2,5 Kolorektální karcinom 1,3
Cévní mozková příhoda 3,1 Karcinom prsu 1,2
Žilní trombóza 1,5 Karcinom dělohy 1,6
Diabetes II. typu 2,9 Artróza 1,8
Dna 2,5 Fraktura krčku femuru 0,8
(Hainer et al. 2004)
Obezita centrálního typu podle současných kriterií je definována jako obvod pasu > 94 cm u 
evropských mužů a > 80cm u evropských žen s etnickými odlišnostmi u národů mimo Evropu 
(Graham et al. 2007). Obvod pasu se obvykle měří v místě viditelného pasu nebo v polovině 
vzdálenosti mezi lopatou kosti kyčelní a posledními žebry (Svačina et al. 2001). 
Epidemiologie obezity: 
Podle údajů International Obezity Task Force z roku 2000 dosahovala prevalence obezity 
v evropských zemích mezi 10 až 40%. V České republice se v současné době pohybuje 
prevalence obezity kolem 25% ve věku 25-64 let (Hainer et al. 2004).
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6.1.2  Regulace energetické rovnováhy organismu
Normální regulace energetické rovnováhy se v lidském organismu děje:
A/ Centrálním mechanismem v CNS:
Ventromediální hypothalamus je centrem pro sytost a laterální pro hlad. Z periferie se 
dostávají do mozku informace o celkovém množství tuku různými mechanismy. O celkové 
tukové hmotě mozek nejspíše informuje leptinová signalizace z periferie.
Signály v mozku mají pak efekt anorexigenní - ke snížení příjmu a  zvýšení výdeje a nebo 
orexigenní - ke zvýšení příjmu a snížení výdeje.
Za anorexigenní  mediátor je v mozku považován Leptin a Insulin- fungují přes aktivaci 
POMC a CART a inhibici NPY a AgRP v nucleus arcuatus (ARC).
V orexigenních hormonech hraje hlavní roli Ghrelin. Je to peptidický hormon secernovaný 
ze zažívacího ústrojí - hlavně v oblasti fundu žaludku, vede ke stimulaci chuti k jídlu, zvyšuje 
motilitu žaludku, stimuluje žaludeční sekreci, zvyšuje sekreci růstového hormonu a snižuje 
utilizaci tuku v organismu.
Impulzy regulující množství a velikost jídla přícházejí do mozku cestou stimulace bloudivého 
nervu - n. X(vagus) a aferentními míšními drahami. Informace se dále soustřeďují v nucleus 
tr. solitarius (NTS) ( nejvýznamnějšími imulzy jsou cholecystokinin - CCK), glucagon-like 
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peptide–1 (GLP-1), enterostatin a glucagon. Z druhé strany krví jsou přinášeny k mozku 
mediátory jako leptin a insulin, které ovlivňují ncl. arcuatus hypotalamu (ARC), přenášejíc 
pak anorixigenní imulzy (proopiomelanokortin-POMC) přes laterální hypothalamickou oblast 
(LHA) nebo orexigenní impulzy (neuropeptid Y-NPY) přes paraventrikulární jádro (PVN) 
zpět k nucleus tr.solitarií, kde se obě dráhy kříží (Schwartz et al. 2000).
Pocit nasycení lze navodit také bandáží žaludku nebo elektrickou stimulací vagu. Chuťové 
preference a závislost na jídle se spojují s úlohou dopaminergních neuronů a opioidních 
receptorů. Dle posledních výzkumů dochází u obézních lidí k většímu metabolickému obratu 
v parietálních  oblastech mozku - tam jsou receptory pro oblast rtů a jazyka a tak se obézní 
lidé mohou častěji zaobírat vlastnostmi jídla jako odměny.
Leptin je proteohormon o 167 AMK- je kódován ob genem. Leptin se váže na receptor 
v hypothalamu, jak výše uvedeno. Zvyšuje také sekreci LHRH a tím iniciuje pubertu a 
zajišťuje fertilitu. Mutace receptoru u ob/ob myší vede k hyperfágii, obezitě a infertilitě. 
Mutace receptoru pro leptin  db/db myši vede ke stejným následkům přes vysokou hladinu 
leptinu v krvi. Chronické působení leptinu vede ke změně energetického chování v důsledku 
zvýšené expresi NPY, kortikoliberinu, POMC, orexinu,  Cocaine- amfetamin- receptor 
transkriptu (CART), melanin koncentrujícího hormonu a melanokortinu. Leptin zvyšuje 
exprese CRH tak, že zvyšuje expresi 2. typu receptoru pro CRH(CRH2R) ve ventromediálním 
hypothalamu. CRH zajišťuje v CNS tlumení příjmu potravy a aktivaci sympatiku.  Z POMC 
vzniká α-melanocyty stimulující hormon (α-MSH), ACTH a další. α -MSH se váže na 5 typů 
receptorů a přes typ MC3R a MC4R tlumí chuť k jídlu. Polymorfismus MC4R je poměrně 
častou příčinou monogeně podmíněné morbidní obezity. Je to asi u 4% morbidně obézních 
dětí. Leptinové receptory jsou stimulovány prozánětlivými cytokiny např. TNFα, IL1β, IL6, 
jak se děje například u maligních nádorů vedoucích ke kachektizaci. Deficit leptinu není u 
obézních obvyklý, spíše je zde jeho hladina vysoká. Nejspíše se zde jedná o leptinoresistenci 
(Hainer et al. 2004). Efekt Leptinu v „periferních tkáních“ mimo CNS je nejasný, neboť 
v takových tkáních se  prakticky nevyskytuje receptor s dlouhou intracelulární doménou, 
který je pro jeho funkci a intracelulární signalizaci nutný. Naopak - velmi často se 
v periferních tkáních objevuje receptor s krátkou doménou, který sice leptin váže, ale 
nefunguje jako přenašeč signálu. Přestup leptinu přes hematoencephalickou  nebo 
hematoliquorovou bariéru je za fyziologických podmínek minimální a tím se zhoršuje i 
možnost jeho využití jako léčiva.
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B/ Periferním mechanismem pomocí vegetativního nervstva:
Svalová sympatická aktivita se projevuje postprandiální termogenezí a to její fakultativní 
složkou, kterou lze zablokovat β-blokátory. Postprandiální aktivita sympatická je také 
indukována Insulinem. Noradrenalinem stimulovaná lipolýza je u obézních lidí porušena. Byl 
zjištěn vztah mezi sníženou exkrecí NA a vzestupem hmotnosti a dokonce mezi nízkou 
hladinou adrenalinu a centrálním typem obezity. Sympatikus aktivují hlavně sacharidy v 
potravě a to je asi příčinou vyššího klidového energetického výdeje u vegetariánů (o 11%). 
Naopak léčba hypertoniků β-blokátory bývá spojena s nárůstem hmotnosti o 2-5kg. Hladina 
plazmatického noradrenalinu je považována za marker úspěšné dietetické léčby (Hainer  et 
al. 2004).
6.1.3  Současná antiobezitika
Ke zvýšení termogeneze se dnes používají a nebo nedávno používaly látky jako- efedrin, 
kofein, sibutramin, dexfenfluramin, fenfluramin. Jde o látky inhibují fosfodiesterázu (kofein) 
nepřímá sympatomimetika (efedrin) nebo blokující zpětné vychytávání serotoninu 
( dexfenfluramin, fenfluramin) nebo reuptake serotoninu a noradrenalinu (sibutramin).
Vztah centrálně působích látek na obezitu: 
Vztah psychofarmak a změny hmotnosti je znám již dlouho. Léčba u psychiatrických 
nemocných často vede ke zvýšení hmotnosti. Vzestup váhy v průběhu léčení dosahuje od 
2,3-18,2 kg. Mezi léky nejvíce vyvolávající vzestup hmotnosti patří antipsychotika- zvláště 
chlorpromazin, clozapin and olanzapin (Russell  and Mackell  2001), mezi antidepresivy pak 
amitriptylin a mirtazapin (Fava 2000). Podobně působí i antimanika (Corman et al. 1997). 
Naopak fluoxetin a další SSRI se užívají při poruchách příjmu potravy a vedou k poklesu 
hmotnosti v prvních 6 měsících, následně však k hmotnostnímu vzestupu. Otázkou zůstává, 
zda mechanismus není spojen u fluoxetinu s jeho nejčastějším nežádoucím účinkem, kterým 
je nauzea až u 24% pacientů.
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Centrálně působící antiobezitika používaná v   posledních 10 letech- srovnáno podle   
mechanismu účinku:
Léky zvyšující hladinu intracelulárního cAMP nepřímo nebo blokádou fosfodiestarázy:
Kofein a efedrin - díky 2,2 až 3,6-násobnému zvýšení počtu psychiatrických nemocí, nemocí 
autonomního nervstva nebo gastrointestinálních symptomů a palpitací se již prakticky 
neužívají. (Shekele et al. 2003)
Inhibitory zpětného vychytávání noradrenalinu-serotoninu a dopaminu
Většinou se jedná zároveň o částečné blokátory u serotoninu jde o 56% blokádu, u 
noradrenalinu o 54% a u dopaminu o 16% blokádu.
Zástupce u nás je Sibutramin
Sibutramin byl v dle doporučení EMEA stažen z trhu začátkem roku 2010 pro zvýšenou 
frekvenci non-fatálních kardiovaskulárních příhod typu cévní mozkové příhody nebo infarktu 
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myokardu, které se projevily ve studii SCOUT (Sibutramine Cardiovascular Outcome Trial 
EMEA 2010).
Phentermin/Fenfluramin
Registrace Phenterminu/Fenfluraminu byla toho času zastavena díky nežádoucím účinkům 
plynoucím ze zvýšeného rizika plicní hypertenze (až 10x po užívání přes 3 měsíce) a 
poškození aortální a mitrální chlopně mírného až středního stupně (2-3x). Z metanalýzy však 
vychází riziko o něco menší (2,32x pro aortální regurgitaci a 1,55x pro mitrální regurgitaci) 
(Loke et al. 2002). Mechanismus tohoto nežádoucího účinku je částečně způsoben 
vyplavováním endogenního serotoninu (5-HT), dále blokádou jeho vychytávání v plicních 
cévách a nejspíše i přímým agonistickým efektem phenterminu na 5-HT2b receptor. 
Rozhodující se zdá být pro vazbu na 5-HT2b konfigurace R(+) na asymetrickém dusíku. 
(Rothman et al. 2000)
 
Blokátory vstřebávání živin z   GIT:  
Orlistat- Tetrahydrolipostatin pochází z plísně Streptomyces toxytricini vyskytující se v půdě 
na Mallorce. Vazbou na Serin inhibuje orlistat  lipázy v zažívacím traktu a tak snižuje o 30% 
vstřebávání tuků z trávicího traktu (Hainer et al. 2004). Orlistat je dosud u nás registrován a 
to ve volně prodejném léčivu Alli a v preparátu vázaném na předpis- Xenical. Díky svému 
mechanismu účinku vede často k výrazným nežádoucím účinkům v podobě profúzních 
průjmů se steatorheou.
Nejnovější centrálně působící antiobezitika- Endokanabinoidní systém
Kanabinoidy jsou známy od roku 1964, kdy tetrahydrokanabinol (THC) byl zjištěn jako 
hlavní účinná látka marihuany. Signalizace kanabinoidů je zprostředkována 2 typy receptorů- 
z nichž CB-1  receptor byl klonován až v roce 1990 a v roce 1992 s objevuje první 
endokanabinoid – Anandamid. U endokanabinoidů se jedná téměř výlučně o polynenasycené 
mastné kyseliny s dlouhým řetězcem tedy o deriváty kyseliny arachidonové. Tam se řadí i 
druhá nejznámější látka endogenních kanabinoidů- 2-arachidonoylglycerol.
Lokalizace CB1 receptoru je téměř ubikvitní. Nachází se v různých orgánech jak v CNS 
(hlavně v bazálních gangliích, hippocampu, cerebellu a neocortexu), tak v játrech, svalech, 
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tukové tkáni a GIT. Na rozdíl od CB1, je CB2 lokalizován téměř výhradně v buňkách 
imunitního systému. Endokanabinoidy nejsou skladovány v granulech v neuronech, ale na 
rozdíl od jiných mediátorů, syntetizovány ad hoc. Působí jen lokálně a jsou okamžitě 
rozkládány všude přítomnými enzymy - hydrolázou amidů mastných kyselin a  monoglycerid 
lipázou. Endokanabinoidní systém v mozku je v relativním klidu, pokud nedojde k jeho 
aktivaci. Ta vzniká pomocí impulzu přicházejícímu k postsynaptickému neuronu 
z nejrůznějších příčin (palatální impulz z příjmu příjemného jídla, sociálně příjemné prostředí 
při jídle apod.). Tyto příčiny vedou k aktivaci interneuronu a ovlivnění postsynaptického 
neuronu s produkcí endogenního kanabinoidu. Ten po exkreci do presynaptické štěrbiny a 
vazbě na CB1 receptor presynaptického neuronu snižují cAMP a Gs dependentní influx 
vápníkových iontů do presynaptického neuronu a ve svém důsledku sníží vyplavování 
mediátorů z presynapse- hlavně GABA. Dochází tak k zastavení přechodu impulzu -pocitu 
nasycení a ve svém důsledku k prodloužení příjmu favorizované potravy ve favorizovaném 
prostředí  (Woods et al. 2007).
Jako antiobezitikum byl před několika lety představen selektivní blokátor CB1 receptoru- 
rimonabant. Nejedná se o neutrálního antagonistu v úzkém slova smyslu, ale o inverzního 
agonistu. Nepůsobí tedy neutrální blokádu CB1 receptoru, ale působí právě opačně než THC, 
zvýšení cAMP a inhibuje vazbu na GTP-GS (Salamone et al. 2007).  Zavedený rimonabant 
s centrálním účinkem byl doporučen k podávání v dávce 5-20mg (Hainer et al. 2004) . Pro 
pacienty v Evropě byl registrován na European Medicines Agency (EMEA) pod jménem 
Accomplia od června 2006. Vedl však k závažným nežádoucím účinkům a proto byla 
registrace v Evropě zastavena v říjnu 2008 s požadavkem doložení dalších výsledků klinické 
studie. Veškeré studie však distrubující firma Sanofi-Aventis 5. listopadu 2008 ukončuje 
(Moreira et al. 2009). Dle metaanalýzy bylo stanoveno relativní riziko dávky 20mg 
ribonabantu vůči placebu u následujících nežádoucích účinků takto: Nežádoucí psychiatrické 
účinky celkově 1,9 x vyšší, pokus o sebevraždu a myšlenky na sebevraždu 1,8x vyšší (i když 
dokonané sebevraždy byly jen 2 na cca 3000 lidí zahrnutých ve studiích) než při podávání 
placeba. Přesto dle studií zůstává rimonabant nejúčinnějším antiobezitikem se snížením váhy 
cca o 4,7 kg oproti 4,45 kg u sibutraminu a 2,76 kg za rok u orlistatu (Christensen  et al. 
2007). Snížením dávky z 20mg na 5mg rimonabantu denně se sníží sice frekvence 
nežádoucích účinků cca na polovinu, ale sníží se tím i požadovaný pokles hmotnosti pod 
statisticky významnou mez ve srovnání s placebem (Aronne et al. 2007). Jako alternativa se 
ukazuje kombinační léčba opioidních a CB1 antagonistů, která snižuje frekvenci nežádoucích 
účinků a přitom zachovává efekt na pokles hmotnosti (Tallett et al. 2008). Další možností je i 
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nebo hledání alternativních blokátorů CB1, které budou působit jako kompetitivní inhibitory a 
nikoliv jako inverzní agonisté, tak jako rimonabant (Salamone et al. 2007). 
Srovnání některých nedávno používaných antiobezitik v účinnosti:
.
(Shekelle et al. 2004) 
Tabulka ukazuje krátký souhrn autorů - porovnání účinků léčby. Nebylo nalezeno přímé 
srovnání jednotlivých preparátů vůči sobě. Celkový přehled účinku vůči placebu nepodporuje 
hypotézu, že by jeden preparát byl účinnější než druhý, neboť rozdíl mezi preparáty v době 
přibližně jednoho roku v korekci na placebo je jen 1-2kg. Dalším zjištěním je, že žádný 
z preparátů nevyvolává velký pokles hmotnosti - je to méně jak 5 kg/rok v korekci na placebo, 
pokud vezmeme celkový pokles hmotnosti, pak je to kolem 8 kg/rok. 
Antiobezitika u DM 2. typu- mají menší účinnost než u nediabetiků. Pokud se jim však v 6 
měsících podaří snížit váhu o 5% hmotnosti, pak dochází k signifikantnímu poklesu glykémie, 
insulinémie a TAG. U respondérů poklesne HbA1c o 1% a více. Před nasazením nemocnému 
s věkem do 65 let je vhodné provést ergometrické vyšetření. Efekt sibutraminu na diabetickou 
polyneuropathii byl obvykle od 20mg denně.  Podobně u Orlistatu dojde k poklesu HbA1c o 
1%. Od 2001 je orlistat hrazen zdr. pojišťovnami u diabetiků nad 35 BMI, spolupracujících v 
léčbě, léčených pro hyperlipoproteinemii, ICHS či hypertenzi (Hainer et al. 2004).
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6.1.4  Uvažovaná antiobezitika v budoucnu
Uvažovaná léčiva v léčbě obezity a metabolického syndromu X:
-    specifické stimulátory β3 adrenergních receptorů
- antagonisté neuropeptidu Y
- agonisté cholecystokininu
- deriváty glukagon-like peptidu
- agonisté receptoru melanokortinu 4
- antagonisté gastrického inhibičního peptidu
- inhibitory zpětného vychytávání Noradrenalinu a Dopaminu- bupropion
- antiepileptikum topiramát
- deriváty capsaicinu, látky obsažené v pálivé paprice, která má termogenní vlastnosti
- specifické dopaminergní stimulátory
- blokátory dopaminergních 1 receptorů
- další antagonisté kanabinoidních  CB1 receptorů (SR141716)
- analoga leptinu
- analoga růstového hormonu (Advanced Obezity  Drug-AOD9604)
- derivát ciliárního neurotrofického faktoru (CNTF) axokin
- inhibitor syntézy MK C-75
- inhibitor karboxypeptidázy (MLN4760)
- G proteiny aktivující uvolňování tubby proteinu
- Látky bílkovinné povahy ovlivňující metabolismus  tuků gAcrp 30(g adipocyte
            Complement Related Protein 30kDa) a Mahogany protein
- Famoxin- insulinový senzitizátor- významně snižuje hepatální výdej glukózy
- Inhibitor cytoplazmatické bílkoviny aP2, která v cytoplazmě váže a transportuje MK
            (BMS309403)
6.1.5  Metabolický syndrom- definice problému
Poslední definice metabolického syndromu podle Mezinárodní federace pro diabetes je 
následující: 
Obezita centrálního typu ( definována jako obvod pasu > 94 cm u evropských mužů a > 80cm 
u evropských žen s etnickými odlišnostmi u národů mimo Evropu)
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a přítomnost jakýcholiv dalších dvou znaků z následujících 4:
1. Zvýšená hladina TAG( triacylglycerolu) > 1,7mmol/l (150mg/dl) nebo specifická 
            terapie pro tuto poruchu.
2. Snížený HDL- cholesterol < 1,03 mmol/l (40mg/dl) u mužů a < 1,29 mmol/l (50mg/dl)
            u žen nebo specifická terapie pro tuto poruchu.
3. Zvýšený krevní tlak: systolický > 130 nebo diastolický > 85 nebo léčba pro předchozí
            diagnózu hypertenze.
4. Zvýšená glykémie nalačno (FPG) > 5,6 mmol/l (100mg/dl) nebo předchozí diagnóza
           diabetu II typu.
Pokud glykémie nalačno přesahuje 5,6 mmol/l je vřele doporučeno provést perorální 
glukózový toleranční test (oGTT), ale pro určení metabolického syndromu to není nutné.
 (Graham et al. 2007)
Nebezpečí metabolického syndromu tkví nejen ve zvýšení kardiovaskulárních chorob celkově 
( při nadváze více jak 20kg riziko ICHS stoupá až 6x) (Svačina et al. 2001), ale hlavně 
v rozvoji DM II typu. Vztah faktorů metabolického syndromu a rizika vývoje DM II typu 
v následujících 10 letech nejvíce odráží dotazník FINDRISC dostupný na 
http://eurheartjsupp.oxfordjournals.org/content/9/suppl_C/C3/F5.expansion (ESC guidelines, 
2007). DM II typu pak sám vede ke zvýšené morbiditě a mortalitě (3x častější centrální 
mozkové příhody s 4x vyšší mortalitou, rozsáhlejší postižení koronárních tepen srdce 
aterosklerotickými pláty apod.; Hainer V et al 2004).
Současná farmakoterapie metabolického syndromu se skládá z terapie jednotlivých jeho 
součástí- antiobezitik, hypolipidemik (nejvíce statinů a fibrátů), terapie insulinoresistence- 
(nejvíce metformin a glitazony). Nedílnou součástí celkové terapie je i dietoterapie, 
psychoterapie a pohybová cvičení.  
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6.1.6  Adipocyty při obezitě a metabolickém syndromu
Během zvyšování váhy dochází  k poslednímu kroku vývoje adipocytů (terminální 
diferenciaci)- přeměně malých adipocytů ve velké adipocyty s velkým množstvím TAG.
Molekulárně biologický výzkum ukazuje, že se s diferenciací a stárnutím adipocytů snižuje 
expresse C/EBPα. Tato změna s věkem postihuje hlavně některé typy adipocytů- 
periepididymální, inguinalní a perirenální. 
(Fonseca-Alaniz et al. 2007).
Během vývoje obezity a metabolického syndromu dochází nejen ke zvětšování adipocytů, ale 
i k rozdílné transkripci různých genů (Moraes et al. 2003). Je známo, že vznik metabolického 
syndromu je vázán na viscerální adipocyty na rozdíl od subkutánních (Poirier and Despres 
2003). Ačkoliv jak subkutánní, tak viscerální adipocyty nesou s sebou určité metabolické 
riziko, jen viscerální adipocyty jsou ve vztahu s hlavními riziky vzniku metabolického 
syndromu a to i při přepočtu rizika na antropometrické ukazatele (Fox et al. 2007). 
Mechanismus vazby viscerálního tuku na vznik metabolického syndromu se dá vysvětlit 
částečně i tím, že s vyšším poměrem obvodu pas/boky (waist/hip ratio), což znamená vyšší 
podíl viscerálního tuku v celkovém množství tuku, klesá výrazně hladina adiponectinu- jako 
markeru insulinosenzitivity (Gavrila et al. 2003). Nelze však vyloučit možnost, že 
adiponectin není původcem, nýbrž je markerem insulinosenzitivity. 
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Odlišnosti viscerálních a podkožních adipocytů ukazuje následující tabulka:
(upraveno a zkráceno podle Yang and Smith 2007)
Obecně lze říci, že viscerální tuk produkuje mnohem více sekretorických proteinů než tuk 
podkožní (Nishida et al. 2007).  V neposlední řadě se jako mechanismus vzniku 
metabolického syndromu uvádí vznik systémového zánětu, který v sobě skrývá jak podklad 
rozvoje insulinoresistence, tak podklad pro vznik dyslipidémie a aterosklerózy (Han et al.
2007).
6.1.7  Hepatocyty při obezitě a metabolickém syndromu
-při obezitě játra reagují komplexně na zvýšenou nabídku mastných kyselin z tuku a to 
následujícím způsobem:
1. stoupá glukoneogeneze, klesá glykogenolýza a zvyšuje se tak obsah glykogenu
2. zvyšuje se lipogeneze
3. zvyšuje se vyplavování  glukózy a lipoproteinů (VLDL)
4. snižuje se vychytávání VLDL ( pro nižší aktivitu LPL)
5. snižuje se vazba insulinu na hepatocyty a jeho degradace
6. je narušen metabolismus cholesterolu.
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Všechny tyto změny akcentují rozvoj syndromu X- metabolického syndromu.  Leptin, který je 
z hypertrofované tukové tkáně vyplavován zvýšenou měrou, zvyšuje oxidaci MK 
v hepatocytech a chrání tím játra před přílišnou akumulací TAG. Problémem však zůstává, že 
produkce leptinu je dominantní v subkutánním tuku, tedy do jater se ho dostává velmi málo 
pouze dolní dutou žilou. Vstřebávání látek z malé plochy kontaktu jater a dolní duté žíly je 
však minimální ve srovnání s v. portae (3:7). Podobně jako ve svalech, tak i v játrech leptin 
brání hromadění toxických metabolitů TAG a zabraňuje  insulinové resistenci. Zároveň leptin 
aktivuje v hepatocytu glykogenolýzu a brzdí tak nadměrnou akumulaci jaterního glykogenu. 
Přesto i přes hyperleptinemii obézních lidí probíhá mobilizace jaterního glykogenu pomalu 
nesjpíše díky „leptinoresistenci“. Analogická situace byla popsána u obézních potkanů 
s defektním leptinovým receptorem- tato zvířata nedokáží mobilizovat veškeré zásoby 
glykogenu v játrech (Hainer et al. 2004).
Při vzniku metabolického syndromu jsou důležité aspekty jaterního metabolismu 
následující:
1. postavení jater v intermediálním metabolismu
2. specifická signalizace o příjmu glukózy játry, což není závislé na insulinu
3. existence intracelulárního senzoru koncentrace glukózy, který se nachází v hepatocytech a 
dalších buňkách.
Portální žilou se do jater dostávají dvě skupiny signálních látek:
1/ MK v portálním oběhu zvyšují hladinu noradrenalinu a kortikoidů, což prohlubuje 
insulinovou resistenci.
2/ Glukóza je vychytávána játry o 70% více, než ze systémové cirkulace. Portální infuze 
glukózy vyvolává hypoglykémii a zvyšuje utilizaci glukózy v srdci, kosterním svalu a hnědé 
tukové tkáni, bez toho, aby se měnila hladina insulinu v krvi. Efekt je závislý na glukózovém 
přenašeči GLUT2 v játrech a je jej možné zablokovat somatostatinem. Tímto způsobem játra 
signalizují organismu zprávu o množství cukru absorbovaném z potravy kosternímu svalu a 
dalším tkáním procesem nezávislým na insulinu. Mechanismus výše uvedeného děje je zatím 
nejasný.
Fruktóza-6-fosfát, intermediální produkt glykolýzy, může být degradován za vzniku ATP, 
přeměněn zpět na glukózu nebo použit pro tvorbu hexosaminů podle aktuálního stavu ATP 
v hepatocytu. 
Hexosaminy, na které se přeměňuje 1-3% glukózy přijaté potravou, ovlivňují lokálně 
glycidový metabolismus- snižují glykogenolýzu, vyplavování glukózy do krve a podporují 
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syntézu glykogenu v buňkách. Syntéza hexosaminů simuluje efekt zvýšené hladiny glukózy 
v buňce a slouží na úrovni jednotlivých buněk jako senzor sytosti. Zvýšená tvorba 
hexosaminů by také mohla přispívat k toxickému efektu MK a TAG akumulovaných v játrech 
a ve svalu a vysvětlovat toxicitu glukózy (např. v β buňkách pankreatu). Akumulace MK 
v buňkách totiž inhibuje glykolýzu a zvyšuje tak nabídku fruktózy-6-P pro syntézu 
hexosaminů. Příkladem negativního působení hexosaminů jsou transgenní myši s nadprodukcí 
hexosaminu v játrech, kde u starších myší se objevuje obezita, glukózová intolerance a 
insulinová resistence. Tento experimentální model pak ilustruje vliv stárnutí na rozvoj 
metabolického syndromu, podobně jako je tomu u lidských pacientů (Hainer et al. 2004).
6.1.8  Současné ovlivnění jaterního metabolismu dietou a farmaky
Mastné kyseliny přijímané potravou silně ovlivňují metabolismus lipidů v játrech - 
prostřednictví transkripčních faktorů PPAR α (stimulace oxidace MK v mitochondriích a 
peroxisomech) a inhibicí syntézy MK. Nejvýraznější efekt mají omega-3 MK. 
Prostřednictvím vazby na PPARα působí léčiva ze skupiny fibrátů- indukují aktivitu LPL a 
zvyšují příjem VLDL hepatocytem. Fibráty snižují produkci VLDL v játrech a aktivují 
syntézu HDL tím, že snižují syntézu apoliproproteinů, snižují množství malých denzních LDL 
částic. Také aktivují transport MK do mitochondrií a stimulují oxidaci MK v játrech a ve 
svalech, tlumí zánětlivou reakci cévní stěny při ateroskleróze vlivem na endoteliální buňky, 
monocyty a makrofágy. Další široce používanou skupinou léčiv s vlivem na jaterní buňky 
jsou biguanidy. Mechanismus působení jejich jedinného zástupce metforminu je nejasný. 
Částečně hraje roli inhibice respiračního řetězce a tvorba ATP v mitochondriích, což má za 
následek aktivaci AMPK, inhibici lipogeneze, glukoneogenezi a vyplavování glukózy z jater, 
zatímco utilizace glukózy v periferii stoupá. Častým nežádoucím účinkem léčby metforminem 
je acidóza z hromadění kyseliny mléčné. Produkci cholesterolu v játrech brzdí statiny, které 
působí jako inhibitory 3-OH-3-MethylglutarylCoA reduktázy. Jako hypolipidemikum je 
užíván také niacin, který brzdí syntézu VLDL, cholesterolu a TAG v játrech, pouze ve vyšších 
dávkách působí niacin i na další tkáně a potlačuje lipolýzu v adipocytech.
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6.2 Glykogenolýza
Játra a ledviny jsou jediné dva orgány, jejíchž tkáň obsahuje dostatečné množství enzymu 
glukóza-6-fosfatázy. Jsou to jediné dva orgány, které mohou uvolňovat glukózu do krevního 
oběhu z glykogenolýzy. V zásadě jsou hlavním zdrojem glukózy játra, což neplatí jen ve dvou 
případech: 
1) za dlouhodobého hladovění, kdy ledviny mohou zajišťovat asi 10% uvolněné glukózy do 
oběhu (Owen et al. 1969) a 
2)  po jídle nebo po podání umělé výživy intravenózně.
Játra zajišťují glukózu pro krevní oběh dvěma způsoby -A/glykogenolýzou, tedy štěpením 
glykogenu a B/ glukoneogenezí, tvorbou molekul glukózy z jiného substrátu. Glykogenolýza 
zajišťuje 50-70% celkové glukózy tvořené v játrech.
Štěpení glykogenu se děje jako součet aktivity několika enzymů: fosforylázy, která katalyzuje 
hydrolýzu 1,4 glykosidických 
vazeb; glucan-transferázy, které 
přenáší poslední 3 glycosylové 
jednotky na další sousední 
řetězec a tím umožňuje funkci 
fosforylázy a odvětvovacího 
enzymu, který hydrolyzuje 1,6 
glykosidické větve glykogenu a 
taktéž tím umožňuje funkci 
fosforylázy. Metabolismus 
glykogenu je především 
regulován aktivitou glykogen 
syntházy a fosforylázy, které 
jsou zas regulovány množstvím substrátu a některými hormony. 
Fosforyláza a(GPa) je aktivována díky fosforylaci fosforylázy b (GPb) pomocí aktivní 
fosforyláza kinázy (Pka). Ta je naopak aktivována prostřednictvím cAMP dependentní protein 
kinázy (PKA) z PKi inaktivní na Pka aktivní. Naopak defosforylace ( fosfatace) fosforylázy a 
(GPa) pomocí hormon-sensitivní protein fosfatázy (PP) mění aktivní fosforylázu a (GPa) na 
inaktivní fosforylázu b (GPb) (zobrazeno v levé části níže uvedeného schématu).
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Aktivní glykogen syntáza (GSa) není ničím jiným než defosforylovaná forma glykogen 
syntázy (GSi), což se děje pomocí glykogen syntázy fosfatázy (SP), která je však významně 
tlumena pomocí GPa (pravá část schématu). Desaktiavce glykogen syntázy z GSa na GSi je 
zas dílem cAMP-dependentní protein kinázy (PKA). Tak hormony, jako je glukagon a 
adrenalin, které vedou ke zvýšení  intrahepatální hladiny cAMP, aktivují fosforylázu, 
inaktivují glykogen syntázu a stimulují štěpení glykogenu.  Insulin má opačný efekt a to jak 
na hladinu jaterní cAMP, tak na štěpení glykogenu. Glukóza-1-fosfát vzniklý z glykogenolýzy 
se mění na glukóza-6-fosfát a dále na glukózu a to prostřednictvím glukoza-6-
fosfátázy(G6Pázy). Glukoneogeneze  z laktátu a dalších 3-uhlíkatých prekurzorů je 
alternativním zdrojem glukóza-6-fosfátu. Fruktóza-1,6-bisfosfatáza (F16BPase) katalyzuje 
předposlední reakci glukoneogeneze na glukóza-6-fosfát. Při vysokých hladinách glukózy tato 
aktivuje glukokinázu (GK) a to jejím odštěpením z inhibičního proteinu (GKRP). GK 
katalyzuje pak fosforylaci glukózy na glukóza-6-fosfát. Ta je již prekurzor pro syntézu 
glykogenu a aktivuje glykogen syntázu a zároveň inaktivuje GPa přes defosforylaci (neboli 
fosfataci ) GSi na GSa a GPa na GPb. Glukóza samotná má pak přímý inhibiční efekt na 
fosforylázu a (GPa) (Agius 2007).
31
Hladina fosforylázy a (GPa) je považována za hlavní faktor kontrolující metabolismus 
glykogenu neboť inhibuje glykogen syntáza fosfatázu, tedy enzym aktivující glykogen 
syntázu (Gerich 1993). 
Dalším klíčovým enzymem je fruktóza-l,6-bisfosfatáza(F16BPase), která katalyzuje 
defosforylaci (fosfataci)  fruktóza 1,6-bisfosfátu (F16P2) na fruktóza 6-fosfát. Enzym je 
inhibován fruktóza 2,6-bisfosfátem, který také aktivuje fosfofruktokinázu, enzym katalyzující 
zpětnou reakci (není již na obrázku). Fruktóza 2,6-bisfosfát tak kontroluje jak glykolýzu, tak 
glukoneogenezi. Vznik fruktóza 2,6-bisfosfátu je inhibován jak cAMP-dependentní 
proteinkinázou (PKA), tak stimulován glukagonem a adrenalinem. Intrahepatický pokles 
fruktóza 2,6-bisfosfátu inhibuje glykolýzu a zvyšuje glukoneogenezi. Insulin má pak opačný 
efekt. Hladina fruktóza 2,6-bisfosfátu stoupá po jídle a naopak je snížena u experimentálních 
modelů diabetu a při hladovění (Pilkis et al. 1990).
6.2.1 Perspektivy ovlivnění jaterní glykogenolýzy farmaky
Díky myšlence ovlivňování glykogenolýzy jsou vytipovány cíle (ve výše uvedeném 
diagramu vyznačeny čísly) farmakologické intervence v jaterní buňce následovně:
(1) receptor pro glukagon (GR) – výzkum blokátorů receptoru pro glukagon trvá přes 25 
let.  Ze tří  hlavních  skupin 
zabývajících  se  touto 
problematikou  lze  jmenovat 
výzkumnou skupinu spojenou 
s farmaceutickou  firmou 
Merck  s nálezem  kompeti- 
tivního  Cpd1  antagonisty 
receptoru pro glukagon s IC50= 181nM;
 vzorec  vlevo  (Qureshi  et  al.  2004)  a  kompetitivního  antagonistu  s vyšší  účinností 
IC50=14nM -obrázek vpravo (Cohen et al. 2006). 
Dále se hledáním inhibitorů glukagonu na receptoru zabývala skupina kolem firmy Novo-
Nordisk , kde v pokusech na psech, došlo k inhibici vazby glukagonu látkou NNC 25-0926 
s IC50= 75nM (Riviera et al. 2007).  A poslední jmenovanou je skupina kolem firmy Bayer 
s látkou BAY-279955 s IC50= 110nM (Petersen and Sullivan 2001).
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Blokáda receptoru pro glukagon se dle provedených pokusů nezdá být ohrožující z důvodu 
vyvolání závažné hypoglykemie, protože s blokádou receptoru pro glukagon současně 
dochází k upregulaci adrenergních receptorů a následné glykogenolýze touto cestou.
(2) glykogen fosforyláza (GPa)
Zatímco aktivátorem glykogen fosforylázy a (GPa) je katecholaminová signalizace (cAMP s 
PKA) a dále allostericky AMP, tak za nejnadějnější skupinu blokátoru GPa jsou nyní 
považovány látky vyvíjené v laboratořích firmy Pfizer Global Research and Development, 
které vstupily do II fáze klinických zkoušek;  indol-2-karboxamidy:
Pokud by dostatečně blokovaly glykogen fosforylázu (látka 79 má IC50=6nM) a tím bránily 
glykogenolýze, byly by přinejmenším vhodným doplňkem do arsenálu antidiabetik 
(Oiokonomakos 2002). Podle posledních výsledků jejich efekt však klesá již po 4 týdnech 
podávání nejspíše zvýšenou aktivací glykogenolýzy adrenergní cestou.
(3) glukoza-6-fosfatáza (G6Pase) zatímco GPa je regulována hlavně allostericky a 
substrátem, regulace G-6-P probíhá nejvíce na úrovni její exprese nebo blokádou 
translokátoru, který zásobuje G6Pázu nacházející se v endoplazmatickém retikulu 
glukozou-6-fosfátem přenášeným z cytoplazmy. Exprese G6Pase je snížena jak AMPK, tak 
blokádou respiračního komplexu I, ale jak se ukazuje, není toto jedinná cesta k její blokádě. 
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Metformin, který aktivuje obě výše uvedené signální dráhy, je schopen zablokovat expresi 
G6Pase i v buňkách s defektní AMPK signalizací a rotenon necitlivou NADH-quinone 
oxidoreduktázou 1 vnesenou do buněk z respiračního komplexu kvasinek (Ota et al. 2009). 
V hledání blokátorů G6Pase jsou dva hlavní problémy: 1. silně účinný blokátor by vedl 
blokádou obou drah jak glykogenolýzy, tak glukoneogeneze k těžké hypoglykemii (Agius 
2007) a 2. nízce účinný blokátor vede při krátkodobém i dlouhodobém užívání k hromadění 
glykogenu a steatotickému poškození jater z indukce lipogenních enzymů (Bandsma et al. 
2001).
(4) fruktóza 1,6-bisfosfatáza (F16BPase)- antagonisté tohoto enzymu zajišťujícího 
glukogenogenezi jsou většinou založeny na kompetici s AMP na inhibičním allosterickém 
místě enzymu a nikoliv na katalytickém místě pro Fruktozu-1,6-bisfosfát. Tak se postupně 
vyvinuly látky s IC50= 8,1µM srovnatelné s IC50 AMP=9,8 µM (Heng et al. 2010). Další 
výzkumné týmy však získaly látku MB-06322 s ještě větším účinkem (IC50= 16nM; Erion et 
al. 2005).
(5) glukokináza (GK) s jejím inhibičním proteinem (GKRP). K antidiabetickému efektu je 
třeba nalézt aktivátory a nikoliv blokátory GK, které by vedly ke glykogenezi na úkor 
intravaskulární hyperglykemie. Glukokináza je uvolňována z jádra z vazby na GKRP při 
postprandiálním vzestupu glykemie a fruktoza-1-fosfátu. Enzym existuje ve variantě zavřené 
s vyšší afinitou pro glukozu a otevřené s nižší aktivitou. Byly nalezeny nízkomolekulární 
látky, které dokážou udržet GK ve výše afinitní uzavřené formě. Problémem je, že aby GK 
zůstala stále velmi citlivým regulátorem syntézy glykogenu reagujícím na kolísání glukozy, 
tyto aktivátory by pokud možno neměly měnit ani fyziologicky sigmoidální tvar křivky 
afinity ke glukoze ani rychlost přeměny glukozy na glukoza-6-fosfát. Na objevení vhodných 
aktivátorů GK pracují firmy Hoffman La Roche, Astra-Zeneca, Banyu Pharmaceuticals, Eli 
Lilly, OSI Prosidion, NovoNordisk, Sanofi-Aventis a Novartis. To odráží význam, jaký 
přikladají firmy potenciálním agonistům GK (Agius L 2007).
Předpokládaným místem působení adrenergních agonistů na glykogenolýzu je první krok 
vedoucí k zvýšení cAMP (společná cesta se signalizací od receptoru pro glukagon). Vliv NO 
na glykogenolýzu je nejspíše komplexní a není zatím zcela jasný. Byl prokázán vliv NO na 
hladinu AMP, což může následně aktivovat AMPK a dále ovlivnit fosforylační děje, stejně 
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jako přes AMP přímo alostericky ovlivnit enzymy glykogenolýzy(GPa a G6Pase) a 
glukoneogeneze (F16BPase).
V naší práci jsme sice nepoužívali blokátory jednotlivých enzymů glykogenolýzy a 
glukoneogeneze, ale použili jsme aktivační molekuly- adrenergní agonisty a jako referenční 
látku glukagon a dále pro blokádu adrenergních účinků na glykogenolýzu jsme použili α 
(prazocin) a β (propranolol) adrenergní blokátory- viz publikace 3 a 4.
6.3  Lipolýza
Hormon senzitivní lipáza
Lipolýza je kontrolována různými hormony a cytokiny adipocytů. Lipolytické hormony jako 
jsou katecholaminy a ACTH stimulují cAMP-dependentní protein kinázu (PKA), která 
následně fosforyluje hormon-sensitivní lipázu (HSL;Stralfors et al 1987, Holm et al. 1988) a 
perilipin (Greenberg et al. 1991) adipocytů. Po lipolytické stimulaci se HSL přesouvá 
z cytosolu do tukových kapének (Egan et al. 1992, Clifford et al. 2000, Brasaemle et al. 
2000) a naopak perilipin se přesouvá z tukových kapének do cytosolu (Clifford et al. 2000, 
Souza et al. 1998). HSL katalyzuje hydrolýzu tri- a diacylglycerolů a to jak v adipocytech, 
tak v srdci, příčně pruhovaných svalech a pankreatických β-buňkách (Yeaman 1990, Holm 
et al. 2000). Takto vznikají monoacylglyceroly, které jsou následně hydrolyzovány 
monoglycerid lipázou (Karlsson et al. 1997). 
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Na diagramu je popsán signalizační přenos z katecholaminů přes adrenoreceptor (AR), 
natriuretických peptidů přes receptor typu A, insulinu a dalších lipolytických agens 
(prostaglandinů E2 přes EP3 receptory, adenosinu přes A1 receptory, nikotinové kyseliny 
přes HM74A a NPY/PYY přes receptory Y1). Proteiny fosforylované protein kinázami (PKA, 
protein kinázou A; PKB, protein kinázou B; PKG, protein kinázou G; AMPK-AMP-
aktivovanou protein kinázou) jsou zobrazeny modře. Fosforylace hormon-sensitivní lipázy 
(HSL) umožňuje její translokaci z cytosolu na povrch tukových kapének. Fosforylace 
perilipinu pak umožňuje narušení  povrchu tukové kapénky, což dále umožní funkci HSL a 
tedy  lipolýzu. Přiblížení adipocyte lipid binding proteinu (ALBP) k HSL umožňuje uvolnění 
mastných kyselin (FA) vzniklých hydrolýzou  triglyceridů. Otazníky označují signální dráhy, 
které jsou stále jen hypotetické nebo jejich souvislost s lipolýzou není zcela objasněna. 
(Langin et al. 2006).
Jiné lipázy
HSL hydrolyzuje navíc cholesterol-estery (CE) jak v testikulární tkáni, ovariích, 
nadledvinách, tak v makrofázích. Na rozdíl od lipolytických hormonů, cytokiny jako je TNF-
α stimulují lipolýzu pomaleji (Kawakami et al. 1987, Hauner et al.1995). TNF-α snižuje 
kromě Gi proteinu taktéž  perilipin (Souza et al.1998), což obojí vede k aktivaci lipolýzy. 
Všechny tyto nálezy podporují hypotézu, že lipolýza je primárně zajištěna nejen HSL. 
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Troglitazon navíc kompletně suprimuje TNF-α–stimulovanou lipolýzu nezávisle na 
přítomnosti HSL, což znamená, že troglitazon inhibuje jak na HSL závislou, tak na HSL 
nezávislou lipolýzu TG lipázou. TNF-α je nejspíše částečně zodpovědný za insulinovou 
resistenci a porušenou glukozovou toleranci (Hotamisligil et al. 1993). Thiazolidindiony 
snižují insulinovou resistenci mimo jiné snížením exprese TNF-α (Hofmann et al.1994) 
stejně jako inhibují efekt TNF-α na insulinovou signalizaci (Peraldi et al.1997). V 
adipocytech, TNF-α způsobuje snížení aktivity lipoproteinové lipázy a stimulaci lipolýzy 
jinou cestou (Kawakami et al. 1987) a tuto jeho vlastnost je možné blokovat glitazony 
(Souza et al.1998). Stimulace lipolýzy probíhá nejspíše přes intracelulární TG lipázu, která je 
odlišná od HSL lipázy a specificky hydrolyzuje triacylglyceroly. Její aktivace, tak jako u 
HSL, je podle všeho spojena s její translokací z cytosolu do tukové kapénky. TNF-α stimuluje 
lipolýzu i u HSL -/- MEF adipocytů (Okazaki et al. 2002). Lipáza ovlivňovaná TNFα je 
některými autory nazývána adipose triglyceride lipase (ATGL) (Zimmermann et al.2004, 
Jenkins et al. 2004, Villena et al. 2004). Při použití protilátek proti ATGL, někteří autoři 
zjistili, že ATGL je zodpovědná za  75% acylhydrolázové aktivity v cytosolu v tuku myší 
s defektní HSL (Zimmermann et al.2004). Vliv ATGL na lipolýzu potvrzují i další autoři 
(Langin et al.2005). I když jak ATGL tak HSL jsou schopné hydrolýzy triglyceridů in vitro 
(Zimmermann et al.2004, Fredrikson et al.1981), tak pouze HSL má schopnost hydrolýzy 
diglyceridů  a monoglyceridů (Haemmerle et al.2002). Ke kompletní lipolýze monoglyceridů 
nezávislé na hormonech in vivo je nutný příspěvek monoglyceridové lipázy (Fredrikson et 
al. 1986). Triglyceridy se hydrolyzují pomaleji než další stupně hydrolýzy (di a 
monoglyceridy), což znamená, že první stupeň lipolýzy určuje její celkovou rychlost 
(Belfrage et al. 1984).
6.3.1  Látky vyvolávající/ tlumící periferní lipolýzu
Regulace lipolýzy je uskutečňována několika signálními drahami. Jako hlavní lipolytika 
působí: 
A/ katecholaminy( skrze lipolytické β- receptory a antilipolytické α2- receptory). 
B/ natriuretické peptidy- efekt na lipolýzu byl objeven v roce 2000 (Sengenes et al.2000). 
Tato dráha je  specifická pro primáty a jejich tukové buňky (Sengenes et al.2002). Druhým 
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poslem signalizace natriuretického peptidu je na receptor navazující tvorba cGMP guanylát 
cyklázou a aktivace proteinkinázy  G , která fosforyluje a aktivuje hormon- senzitivní lipázu 
(Sengenes et al.2003).
Mezi další lipolytické látky patří růstový hormon (Gravholt 1999) a TNF-α (Hauner et al. 
1995) fungující částečně asi prostřednictvím snížení hladiny perilipinu na povrchu tukových 
kapének (Souza et al.1998). Lipolýzu taktéž podporují - odblokovávají látky snižující Gi 
protein (Gasic et al. 1999). Předpokládá se také, že TNFα, který funguje přes druhého posla- 
C2-ceramid, snižuje aktivitu fosfodiesterázy 3B. Tento enzym katalyzuje degradaci cAMP a 
její blokádou je tedy TNFα schopen stimulovat lipolýzu (Rahn Landstrom et al.2000, Mei 
et al. 2002). V lidských tukových buňkách TNFα aktivuje tři savčí mitogen activated protein 
kinázy a to v různých časových odstupech a přímo úměrně koncentraci. TNFα indukovaná 
lipolýza je zprostředkována p44/42 a Jun kinázou, ale ne p38 kinázou (Ryden et al.2002). Je 
zajímavé, že mnoho lipolyticky aktivních peptidů popsaných u hlodavců (adrenokortikotropní 
hormon, alpha-melanocyte stimulating hormone, lipotropin a další) nefunguje u člověka. 
Nedlouho po narození  má lipolytickou aktivitu thyrotropin nebo také  thyroid-stimulating 
hormon ve svých fyziologických hodnotách hladin, ale postupně klesá v dalším dětském 
období (Marcus et al.1988). Jako hormon stimulující lipolýzu u člověka byl popsán i 
parathormon (Sinha et al.1976). Glukagon a glucagon-like peptide-1 se nejspíše ve 
fyziologických hladinách jako lipolytické působky neuplatňují, zatímco určitý efekt by mohl 
mít hypofyzární adenylát cykláza-aktivační polypeptid a vasoaktivní intestinální peptid (VIP)
(Akesson et al.  2003, 2005). Tyto molekuly účinkují skrze Gs-protein vázaný receptor 
VPAC1. Ten váže jak VIP, tak adenylátcykláza aktivační polypeptid stejnou měrou. Dodnes 
nevíme, zda tento neuropeptid a hormon fungují i v lidských adipocytech. Nádory 
vyvolávající kachexii produkují lipid-mobilizační faktor, který také stimuluje lipolýzu. Jako 
možná molekula s tímto účinkem se ukazuje Zinc-alpha2-glycoprotein. Jeho produkce u 
některých lidských maligních tumorů je vysoká a ukazuje se, že je produkován i vlastními 
adipocyty (Bing C et al. 2004). Nakonec i oxid dusnatý a odvozené radikály mohou být 
výraznými regulátory lipolýzy jak u hlodavců, tak v lidských adipocytech (Gaudiot et al.
1998, Andersson et al. 1999). Význam oxidu dusnatého (NO) se zdá být zatím komplexní a 
jeho význam u lipolýzy není zcela objasněn (Langin 2006).
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6.4 Oxid dusnatý (NO)
NO jako volný radikálový plyn je velmi nestabilní molekula. V přírodě vzniká při výboji 
blesku v atmosféře během bouře. V organismu však vzniká během enzymatické reakce mezi 
argininem a molekulárním kyslíkem. 
Mechanismus účinku: prvním objeveným mechanismem účinku byla relaxace cév, kdy byla 
zjištěna shoda mezi původně popsaným endotel derived relaxing factor a NO. Nezávisle na 
tom bylo zjištěno, že NO je endogenní aktivátor rozpustné guanylátcyklázy, tvořící cGMP, 
které pak působí jako sekundární messenger v mnoha buňkách včetně nervů, hladkých svalů, 
monocytů a krevních destiček.
6.4.1  Syntéza NO
Zatímco v atmosféře je NO produkce spíše vzácností, byla v organismu nalezena biochemická 
syntéza založená na arginin závislé přeměně na citrulin. Jako kofaktor v reakci se objevuje 
NADPH.
6.4.2  Rozklad a přenos NO
Oxid dusnatý reaguje s kyslíkem za tvorby N2O4, který se dále spojuje s vodou za vzniku 
směsi dusitanových a dusičnanových anionů. Dusitanové aniony jsou oxidovány na 
dusičnanové oxyhemoglobinem. Uvedené reakce vedou ke vzniku různých oxidů dusíku. 
Oxid dusnatý je inaktivován hemem a volným radikálem -superoxidem. Zhášeči- scavengery 
superoxidu, jako například superoxid dismutáza, chrání NO, zvyšují intenzitu jeho účinku a 
prodlužují jeho trvání. Naopak interakce oxidu dusnatého se superoxidem vede k tvorbě 
peroxynitritu a následnému poškození tkání.  Účinek peroxynitritu je regulován obsahem 
glutathionu v buňce. Za fyziologických podmínek reaguje glutathion s NO za vzniku S-
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nitrosoglutathionu, mnohem stabilnější formy NO. Nitrosoglutathion může sloužit jako 
přenašeč NO s dlouhodobou životností (Lincová et Farghali 2005).
6.4.3  Konstitutivní a inducibilní NO syntázy
Syntázy oxidu dusnatého (NOS; EC 1.14.13.39) je skupina enzymů, které katalyzují tvorbu 
oxidu dusnatého (NO) z L-argininu, O2 a NADPH přes tvorbu citrulinu a NADP+. Rodina 
těchto enzymů se skládá ze dvou kalcium-calmodulin-dependentních, konstitutivních 
isoforem, neuronalní NOS (nNOS, NOS-I) a endotheliální NOS (eNOS, NOS-III), a kalcium-
independentní, inducibilní NOS (iNOS, NOS-II) (Knowles and Moncada 1994; Alderton et 
al. 2001).
Nomenklatura Endoteliální NOS Inducibilní NOS Neuronální NOS
Doporučené zkratky Enos iNOS nNOS
Další jména NOSIII, NOS-3, 
ecNOS
NOS II, NOS-2 NOS I, NOS-1, 
bNOS, Ca2+/CaM




Gen/Chromosom NOS3/7q36 NOS2/17q11,2-12 NOS1/12q24.2-24.3
1
Lokalizace Na membráně V cytosolu V cytosolu
Aktivitu NO syntházy (NOS) lze nalézt jak v cytosolové, tak membránové frakci 
adipocytárních homogenátů u kontrolních potkanů. Po podání LPS se její aktivita zvyšuje asi 
10x a to v obou frakcích, není ovlivněna předléčením (předchozím podáním) 
dexamethazonem, je jen částečně závislá na hladině kalcia a calmodulinu. Tato aktivita NOS 
v homogenátu a u izolovaných adipocytů je prakticky shodná. Pomocí Western blotu lze 
ověřit, že část isoformy eNOS se nachází hlavně v membránové frakci, kdežto isoforma iNOS 
jak v rozpustné, tak v membránové frakci. Po LPS  se imunitně aktivní iNOS výrazně 
zvyšuje, což vede k myšlence, že tuková tkáň hraje významnou roli při produkci NO během 
endotoxinového šoku (Ribiere C et al. 1996).
Regulace jednolivých NOS probíhá v mnoha stupních a to tak, že u eNOS se zdá rozhodující 
desaktivace fosforylací Thr-495 a defosforylací Ser-1177 například pomocí  PKC. Aktivita 
enzymu naopak stoupá po PKA zprostředkované fosforylací Ser-1177 s defosforylací 
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Thr-495. Fosforylační regulační místa eNOS jsou citlivá i pro fosfatázy PP1 a PP2A  a to tak, 
že PP1 defosforyluje Thr-495  a tím eNOS aktivuje, kdežto PP2A defosforyluje Ser-1177 a 
tím eNOS desaktivuje (Korkmaz et al. 2007, Mehebik et al. 2005).
Aktivace a desaktivace iNOS pomocí fosforylace nebo defosforylace iNOS regulačních míst 
zatím nebyla jednoznačně prokázána (i když někteří autoři připouštějí i tuto možnost- Pan et 
al.1996) a za hlavní regulaci iNOS se dosud považuje  zvýšení nebo snížení její transkripce.
6.4.4  NO, obezita a metabolický syndrom
Přehled vzájemného vlivu NO, obezity a metabolického syndromu byl popsán v naší 
publikaci (viz příloha publikace č. 2)  a přednesen v rámci prezentace  Farmakologických dní 2009 
v Bratislavě  (viz abstrakt).
NO a obezita
Mnoho výzkumných týmů předpokládá, že NO  hraje významnou roli  v regulaci energetické 
rovnováhy i morfologii vlastních adipocytů. 
Vliv NO na morfologii adipocytů a obsahu tuku v těle- podání nespecifického inhibitoru 
NO syntházy- N-nitro-L-arginine-methyl esteru (L-NAME)  vede k poklesu váhy a sníží 
příjem potravy  u myši (Morley and Flood 1994). Tento efekt je vyšší u myší na tučné dietě. 
Tam dochází i ke snížení velikosti adipocytů  po L-NAME  stejně jako snížení akumulace 
TAG v adipocytu. V souvislosti s tím L-NAME  blokuje efekt vysokotučné diety na obsah 
TAG v játrech, zvyšuje glukozovou toleranci a in vivo i insulinovou senzitivitu (Tsuchiya et 
al. 2007).  
Vliv NO na mitochondrie a buněčnou respiraci- někteří autoři zjistili, že NO vede 
k zvýšení mitochondriální biogeneze v hnědých tukových buňkách a to zprostředkovaně přes 
aktivaci  cGMP. Lze tedy předpokládat, že množství mitochondrií se zvyšuje, i když jejich 
oxidační schopnost je nízká a toto všechno vede ke zvýšení spotřeby potravy in vivo (Nisoli 
et al. 2007). V jiných publikacích lze nalézt u eNOS knock-outovaných myší nižší počet 
mitochondrií v hnědé tukové tkáni (BAT). Nalézáme zde i defektní výdej energie, zvýšení 
hmotnosti, insulinovou resistenci a hypertenzi (Bossy-Wetzel and Lipton 2003).
Vliv NO na buněčnou respiraci a vnik peroxynitritu. Tvorba NO v mitochondrii pomocí 
mitochondriální syntházy redukuje vnitřní dýchání a tím i spotřebu kyslíku (Giulivi et al. 
2006). Toto se děje inhibicí mitochondriální respirace skrze přímou vazbu NO na cytochrom 
41
C oxidázu (cGMP-independentní) (Cleeter et al. 1994). Mechanismus je popsán 
v publikacích prof. Moncady:
a) Oxid dusnatý (NO) soutěží s 
kyslíkem na vazebném místě 
pro kyslík na cytochrome c 
oxidaze. To se děje za 
normálních podmínek 
b) rovnováha je posunuta ve 
prospěch NO,  NO inhibuje 
cytochrome c oxidazu, vede 
k redukci elektronového přenosu. Tím je umožněn vznik superoxidových aniontů (O2 − ) 
a ty se dále přeměňují v peroxid vodíku (H2O2) pomocí superoxid dismutázy (SOD). To 
slouží i jako obrana buňky. Asi 0,5% O2 se spotřebuje na H2O2
c) dlouhodobá produkce O2 − radikálů spolu s pokračující tvorbou NO vede k tvorbě 
peroxynitritu (ONOO−) a smrti buňky (Moncada and Higgs 2006).
Rovnovážné koncentrace NO, ONOO− a O2 v mitochondrii je zevrubně popsána v knize 






že za normálních 
podmínek jen 10% NO 
se přemeňuje na 
ONOO- a jen 2-20% 
celkového dioxygen 
aniontu je také přeměněno na ONOO-, zatímco většina je zpracována superoxiddysmutázou za 
vzniku peroxidu vodíku (Cadenas E,  Boveris A 2005).
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Radikálová molekula 
peroxynitritu (ONOO−) je na 
rozdíl od molekuly NO 
hydrofilní, proniká membránami 
jen při přeměně na 
peroxynitritovou kyselinu, která 
je velmi nestabilní nebo při vazbě 
na mastné kyseliny nebo 
bílkoviny. Část peroxynitritu je 
však vychytána již 
v mitochondrii při reakci s CO2, alternativní vychytávání vazbou na bílkoviny a to hlavně 
bílkoviny s vázaným kovem ovlivňuje další funkce těchto bílkovin. Reakční schéma je 
uvedeno na výše uvedeném obrázku.
Poměrné zastoupení výsledných reakcí vazby peroxynitritu ukazuje koláčový graf: 
 (Alvarez and Radi 2003)
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Ovlivnění exprese proteinů a dalších signalizačních drah pomocí NO 
L-NAME zvyšuje hladinu mRNA uncoupling proteinů 1 a 3 (UCP1,3) a to jak ve svalu, tak 
v hnědé tukové tkáni a zároveň zvyšuje expresi peroxisome proliferator-activated receptor γ 
ve svalu (Tsuchiya et al. 2007).  Zajímavé je, že donor NO (NOC18) vede jiným 
mechanismem k podobnému výsledku jako L-NAME nespecifický NOS inhibitor. Dle níže 
uvedených autorů NOC18 blokuje vazbu PPARγ na DNA, čímž následně blokuje jak 
diferenciaci, tak příjem hromadění lipidů v adipocytech (Kawachi et al. 2007). Shoda mezi 
působením L-NAME jako nespecifického blokátoru NOS a na druhé straně NOC18, jako 
donoru NO tkví dle mého názoru v ovlivnění jednotlivých NO syntetáz. Zatímco L-NAME 
blokuje převážne iNOS s jeho majoritní funkcí jako produktoru peroxynitritu, tak NOC18 
dává vznik NO hlavně díky eNOS produkci a tím simuluje postupné uvolňování konstitutivní 
koncentrace NO z eNOS. 
U eNOS knock-outovaných myší dochází ke snížení exprese UCP-1 a PPAR-γ (Bossy-Wetzel 
and Lipton 2003). Snížení jednotlivých složek není vázáno na sebe v řetězci, ale je nezávislé, 
neboť jiní autoři popsali, že hnědé tukové buňky s poruchou PPARγ normálně exprimují 
UCP1 (Nedergaard et al. 2005). 
Centrální vliv NO na chuť k jídlu.
Existují i názory o centrálním efektu NO na chuť k jídlu. NO samotný uvolněný z eNOS a 
iNOS nepřímo stimuluje transport insulinu skrze hematoencefalickou bariéru. A podávání 
insulinu do CNS indukuje hyperglykémii, hypoinsulinémii a anorexii, snižuje v hypothalamu 
expresi neuropeptidu Y a snižuje tělesnou váhu. Tedy NO by tak nepřímo zvýšeným 
transportem insulinu do mozku mohl vést ke snížení váhy. Naopak NO uvolněný z  nNOS 
však v buňkách endotelu mozkových cév inhiboval transport insulinu do mozku a měl ve 
svém důsledku efekt opačný (Banks et al. 2008).
NO a metabolický syndrom
Výskyt metabolického syndromu výrazně stoupá s výskytem abdominální obezity a je 
charakterizován zánětlivým procesem (např.infiltrací adipocytů makrofágy). Možný 
mechanismus vzniku chronického zánětu v tukové tkáni je popsán níže. Vzestup příjmu 
potravy a obezita  vede k akumulaci tuku v adipocytech, což dále vede k vzniku buněčného 
stresu a aktivaci JNK a NF-κB.  Tyto signalizační dráhy zánětu regulují fosforylaci proteinů a 
transkripci což dále vede k produkci prozánětlivých cytokinů v adipocytech, zahrnující jak 
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TNF-α, IL 1 tak  proatherogennní mediátory ( např. PAI-1). Tyto adipokiny redukují hladinu 
eNOS, produkci NO se sníženou biogenezí mitochondrií. Následuje redukce β-oxidace, což 
dále podporuje akumulaci lipidů v buňkách a vzniká bludný kruh.  Jak adipocyty stárnou a 
zhoršuje se obezita, zvyšují se i rizikové metabolické faktory. U mnoha pacientů se následně 
vyvine diabetes 2. typu. A jak se metabolický syndrom zhoršuje, zhoršují se i rizika 
kardiovaskulárních příhod a jejich komplikací (Nisoli et al. 2007)
Také vztah NO a metabolického syndromu je uveden v naší přehledné práci z roku 
2007– viz publikace 2.
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6.4.5  NO donory
Jako NO donory mohou působit nejrůznější látky s dusíkem ve funknčí skupině, jak ukazuje 
následující schéma:
(Granik VG and Grigor´ev NB 2002)
Nejvíce užívané NO donory v in vitro pokusech jsou SNAP(S-Nitroso-N-acetyl-DL-
penicillamine) z S-nitroso-sloučenin a sydnoniminy. SNAP byl ataké použit v naší práci 
jako donor NO (viz publikace 3 a 4)
6.4.6  Blokátory NOS ( blokátory produkce NO)
Velká  snaha  mnoha  vědeckých  týmů  se  nyní 
upíná  k hledání  selektivních  NOS  blokátorů. 
Selektivita  je  hlavně  vyžadována  pro  izoformu 
iNOS  ve  snaze  snížit  její  aktivitu  vzhledem 
k endotoxinovému  šoku  a  artritidám  a  dále 
k selektivní  inhibici  nNOS  ve  snaze  omezit  jeji  negativní  vliv  na  neurodegenerativní 
onemocnění a poškození při centrální ischemické příhodě. Z posledních přehledných prací v 
oblasti specifických iNOS inhibitorů lze vyčíst, že například látka W1400- N-3-aminomethyl-
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benzylacetamidine (vzorec na výše uvedeném obrázku), je v současnosti asi nejspecifičtější 
inhibitor iNOS. Má 7000 x vyšší specificitu vůči iNOS než eNOS (35x vůči nNOS). Jeho 
zvláštností  je  i  postupný  přechod  z reverzibilní  na  ireverzibilní  blokádu  iNOS  aktivity, 
zatímco ostatní inhibitory jsou převážně reverzibilní (Salerno et al. 2002). Dalším výzkumem 
korelace struktury a účinku na krystalizovaných iNOS byly nalezeny další specifické látky, 
z nichž některé látky mají až přes 2500x silnější efekt na iNOS než na eNOS (jak ukazuje níže 
uvedený  obrázek  sloučeniny  AR-C102222, 
čísla koncentrací udávají IC50  pro lidské formy 
NOS). Jako zásadní pro iNOS blokádu se zdá 
rigidní  aromatický  kruh,  který  přiléhá  na 
porfyrinovou  část  NOS a  váže  se  na  Glu377 
NOS  na  dvou  elektronegativních  místech  od 
sebe  vzdálených  2-3  vazby  (mutace  v tomto 
místě  proteinu  vedly  až  k 250x  snížení 
účinnosti  blokátorů).  Zesilující  efekt  na 
účinnost  blokády  má  vazba  ještě  na  Trp372, 
což je umožněno u těch molekul, které obsahují 
primarní aminovou skupinu (mutace zde vedla 
až  k  5násobnému  poklesu  účinnosti).  Pro 
iNOS specificitu  blokátorů je  pak podmínkou 
interakce s Gln 263, která vede ke konformační změně enzymu s odkrytím dalších vazných 
míst jako Asn283. Tato konformační změna není totiž u eNOS možná, neboť díky jinému 
složení na pozici 382, kde iNOS má Asp a eNOS Asn, je u eNOS struktura vezebné „kapsy“ 
rigidnější. (Garcin et al. 2008).
Podobnými pokusy s hledáním selektivních nNOS inhibitorů se zabývá skupina kolem prof. 
Silvermana, kde také vznikly selektivní blokátory pro nNOS s 2121x vyšší selektivitou než 
pro eNOS. Do těchto prací jsou 
zapojeni i významní čeští vědci např. 
prof.Martásek (Silverman 2009). 
Hledání eNOS selektivních inhibitorů 
z pochopitelných důvodů neprobíhá. 
Látky selektivně blokující eNOS by 
vedly povětšinou k nebezpečným 
47
hypertenzním reakcím (nejnezpečnější se zdá v tomto ohledu některé dipeptidy (Silverman 
et al. 1997).
Z neselektivních blokátorů se nejvíce používá (a použili jsem i my v naší práci) L-arginin 
zcela neselektivní a částečně nNOS a iNOS selektivní L-NAME (NG-nitro-L-Arginin 
methylester)- viz publikace 3 a 4. L-NAME je vlasně prodrug a vyžaduje pro aktivitu 
přeměnu specifickými esterázami na NG-nitro-L-Arginin(L-NNA) s IC50 (eNOS/nNOS/iNOS) 
= 7,6/0,52/0,5 µM. L-NNA zas naopak jsou některé buňky schopny využít na jako substrát 
k produkci NO (Olken and Marletta 1993). Byly publikovány i práce, kde jako inhibitor NO 
produkce byly zmiňovány glitazony (thiazolidindiony). Mechanismus této inaktivace dle 
některých autorů spočíval v depleci tetrahydrobiopterinu jako kofaktoru pro tvorbu NO 
v 3T3-L1 preadipocytech (Linscheid et al. 2003), zatímco druzí autoři původ blokády NO 
vidí v tvorbě radikálů a bloku respirace vazbou ciglitazonu na respirační komplex I 
v mitochondrii v buňkách potkaních C6 gliómů (Pérez-Ortiz et al. 2007).
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6.4.7  Ovlivnění exprese iNOS
Látek, které jsou schopny snížit expresi NOS a tím sekundárně snížit i NO produkci je velké 
množství. Protože však není zatím jasné, jaké různé signální dráhy vedou k snížení exprese 
NOS, není tento výčet v naší práci uveden. Následující tabulka ukazuje způsob zapojení 
různých signalizačních drah do ovlivnění iNOS exprese, tak jak byla popsána v různých 
publikacích.
(Kleinert H et al. 2003). Z tabulky vyplývá, že mnohé mechanismy vedoucí k zvýšení iNOS 
transkripce zatím nejsou jasné, protože jedna signalizační dráha může za různých podmínek 
vést jak k vzestupu, tak poklesu nebo neovlivnit iNOS transkripci vůbec.
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6.5  Signální molekuly adipocytů
Proteinové a ne-proteinové faktory produkované a vylučované bílou tukovou tkání 
s demonstrací jejich biologické aktivity ukazuje následující tabulka:
* Ne-proteinové látky. † Proteiny bez hormonální aktivity.
(Fonseca-Alaniz MH et al.2007) 
Z výše uvedených adipokinů byly v našem výzkumu zařazeny: Adiponectin, TNFα a resistin. 
Původně byl zařazen i leptin, ale pro nízkou produkci leptinu v epididymálních adipocytech 
nebyl v naší adipocytární kultuře detekován (viz abstrakta v příloze).
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6.5.1  Adiponectin
Gen kódující adiponectin se nachází v oblasti chromozomu 3q27. Současné celogenomové 
skenování ukázalo, že lokus zvýšené vazby s následným vznikem diabetu je na tomto 
chromozomu.  Adiponectin je protein o 244 aminokyselinách, obsahuje signální sekvenci a 
doménu podobnou kolagenu na N-konci  a C1q-like globulární doménu na C-konci. 
Globulární doména má homologní sekvence s kolagenem VIII a X a C1q faktorem  
komplementu. Krystalická struktura je obdobná jako u TNF rodiny cytokinů, které mají 
podobné trimerické uspořádání (Shapiro and Scherer 1998). Dvě největší oligomerické 
formy adiponectinu- hexamerická forma a 400-kDa vysokomolekulární komplex (HMW) lze 
nalézt i v plazmě. Vysokomolekulární forma adiponectinu je přitom průkazně aktivnější než 
nízkomolekulární formy(Pajvani et al. 2003).  Tvorba a vyplavování adiponectinu je řízeno 
v adipocytu na několika úrovních: 1/transkripce (PPARγ řízená facilitace vazby koaktivátoru 
transkripce, β mimetiky řízená blokáda koaktivátoru CBP/P300 fosforylací zprostředkovanou 
PKA), 2/ translace (blokovanou fosforylací elf4e elongačního faktoru opět pomocí PKA), 3/ 
uvolnění z vazby na Ero-1-L- α v endoplazmatickém retikulu (opět facilitováno jak PPARγ 
agonisty, tak β3 a PKA zprostředkovanou lipolýzou vedoucí k 4/ acidifikaci exosomů a 
uvolnění HMW forem adiponectinu. Námi vytvořené schéma  produkce a sekrece 
adiponectinu bylo v posterové sekci prezentováno na endokrinologickém kongresu 12th 
European Congress of Endocrinology v dubnu 2010 , abstrakt je  uveden v přehledu abstraktů 
na konci práce.
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Adiponectin a obezita 
Mnoho studií ukázalo vztah plazmatické hladiny adiponectinu k výskytu různých chorob. Na 
prvním místě bylo prokázáno, že plazmatická hladina adiponectinu se mění nepřímo úměrně s 
body mass indexem (BMI) a navíc pokles váhy zvyšuje plazmatickou hladinu adiponectinu 
(Yang et al. 2001). Naopak plazmatická hladina leptinu se s BMI mění v přímé úměře 
(Takahashi et al.1996).  Nepřímá úměra mezi adiponectinem a viscerální obezitou je ještě ve 
větší korelaci než nepřímá úměra s podkožním tukem (Cnop et al. 2003, Yatagai et al. 
2003).  Mechanismus snížení plazmatické hladiny adiponectinu u lidí s nahromaděním 
viscerálního tuku dodnes není znám. Jedna z teorií předpokládá, že se zvyšuje exprese TNF-α, 
který je silným inhibitorem translace adiponectinu(Maeda et al. 2001), a to přímo úměrně 
hromadění viscerálního tuku. Plazmatická hladina adiponectinu se obvykle pohybuje mezi 3 
až 30 μg/ml u dospělé osoby (Nishida et al. 2007). Adiponectin má schopnost ovlivňovat 
cévní systém přímou stimulací produkce oxidu dusnatého (NO) v endoteliálních buňkách 
prostřednictvím signálu jdoucího přes aktivaci adenosin-monofosfát-protein kinázy (AMPK). 
Tato dále aktivuje fosfatidylinositol (PI) 3-kinázu a ta konečně fosforyluje endoteliální NOS 
(eNOS) tvořící NO (Chen 2003). Adiponectin současně redukuje expresi adhesních molekul a 
snižuje tvorbu cytokinů v makrofázích prostřednictvím inhibice nukleárního transkripčního 
faktoru kappa B (NF-κB). Signál je závislý na cyklickém adenosinmonofosfátu (Ouchi 1999, 
2000). 
Upraveno podle Koh et al. 2005, Han et al. 2007.
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Adiponectin a metabolický syndrom
Nízká hladina adiponectinu je spojována s metabolickým syndromem u jinak zdravých 
jedinců (Hulthe et al.2003).  Prospektivní kohortová studie prováděná na starších Korejcích 
prokázala vztah metabolického syndromu a hladiny adiponectinu (Choi et al. 2004). Ve studii 
s 661 dospělými Japonci, byla popsána závislost mezi tíží metabolického syndromu a 
sníženou hladinou adiponectinu (Ryo et al. 2004). Byly také nalezeny 4 bodové mutace, kde 
mutace I164T byla spojena s významnou hypoadiponectinemií. Autoři studie nalezli 9 osob 
s takovou I164T mutací; 8 z nich mělo hypertenzi nebo hyperlipidémii a všech 9 mělo vadu 
glukózového metabolismu ať už zhoršenou glukozovou toleranci (IGT) nebo diabetes 
(Ohashi et al. 2004). Tyto výsledky ukazují, že geneticky vázaná hypoadiponectinémie může 
být částečně podkladem metabolického syndromu a adiponectin je nyní považován za 
klíčovou molekulu tohoto syndromu. (Nishida et al. 2007). Jako hlavní farmakologické 
aktivátory sekrece adiponectinu jsou známy glitazony. Jejich působení na sekreci 
adiponectinu se zdá být podle výsledků našich pokusů však dvoufázové s poklesem v prvních 
12 hodinách a postupným vzestupem za 48 hodin. Tyto výsledky byly prezentovány na 
několika kongresech a jsou součástí abstrakt ve sborníku uvedených na konci práce.
6.5.2  Tumor necrosis factor-α (TNFα)
TNFα je produkován aktivovanými makrofágy a některými dalšími buňkami. Gen pro lidský 
TNFα je lokalizován na krátkém raménku 6. chromozomu. Zralá forma má 157 AMK.In vivo 
vede k lokální infiltraci neutrofilů, nekróze nádorů (odtud název), je endogenním pyrogenem, 
je reagující složkou akutní fáze zánětu, má kachektizující vlastnosti (Stites et Terr
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1994). Díky tomuto se také nazývá kachektinem, inhibuje lipoproteinové lipázy a potlačuje 
diferenciaci adipocytů. Lze u něj nalézt i silné angiogenní účinky (Klener P et al. 1997)
TNFα u obezity a metabolického syndromu
TNF je považován za jeden z klíčových faktorů insulinoresistence jak ukazuje obrázek:
(Arner 2003)
Insulinová signalizace v adipocytu dle schématu: 
(a) V insulin-sensitivních adipocytech se insulin váže na receptor a aktivuje tyrosinkinázu 
s následnou fosforylací insulin receptor substrátu (IRS) a stimulací fosfatidylinositol 3-kinázy 
(PI 3-kinázy). Ačkoliv je tato aktivace vyžadována pro glukózový transport, uvažuje se i o 
jiných drahách (Kahn and Flier 2000). PI 3-kináza totiž aktivuje i další protein 
kinázy(Akt/PKB) (Kahn and Flier 2000, Summers et al. 2000). Na  aktivaci PI 3-kinázy 
navazuje i aktivace protein kinázy C l/j, p70 S6-kinázy, 4EBP1/PHAS1 a ras–mitogen-
activated protein kinázy (Kahn and Flier 2000, Summers et al. 2000). To vše vede následně 
k zvýšenému, na insulin závislému, transportu glukózy do adipocytů pomocí zvýšení přenosu 
molekul glukózového transportéru 4 (GLUT4) na buněčnou membránu (Summers et al. 
2000). Dále transkripční faktor, adipocytární diferenciační faktor-1 a sterol regulující 
element-binding protein-1c, hrají klíčovou roli v ovlivňování efektu insulinu na adipocytární 
diferenciaci. Indukují geny zapojené do lipogeneze a potlačují expresi genů zapojené do 
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oxidace tuků. To vede k antilipolytickému efektu insulinu (Summers et al. 2000, Smith et al. 
1999). Stejné signalizační dráhy vedou k aktivaci PI 3-kinázy a tím i stimulaci 
fosfodiesterázy-3. Tím je metabolizováno více cAMP, snižuje se fosforylace hormon-
sensitivní lipázy a snižuje tak její lipolytická aktivita.
. 
(b) V insulin resistentních adipocytech insulinová signalizace vázne v několika krocích- vazbě 
insulinu na receptor, fosforylaci a tyrosin kinázové aktivitě, fosforylaci  IRS proteinu, aktivaci 
insulin-sensitivní protein kinázy (např. Akt/PKB) pomocí PI 3-kinázy a syntéze/translokaci 
GLUT4 glukózového transportéru na povrch plasmatické membrány adipocytu (Kahn and 
Flier 2000). Insulinová resistence je zřetelnější, než resistence k lipolytickým faktorů 
v tukových buňkách člověka, přesto probíhá u metabolického syndromu obojí a ukazuje se, že 
právě snížení  IRS-1 je velmi významné u diabetu druhého typu a obezity (Carvalho et al. 
1999, Björnholm et al. 2002). Faktory uvolňované do cirkulace z adipocytu [např. tumor 
necrosis factor (TNF-a) a volné mastné kyseliny (FFAs)] hrají významnou roli v adipocytech 
navozené insulinové resistenci právě   inhibicí insulinové signalizace(Arner 2003).
Někteří autoři nacházejí asociaci TNFα s zhoršením glukózové tolerance. Tato korelace se 
však objevuje jen v plazmatických hladinách TNFα, zatímco v imunohistochemické detekci 
ve svalu a podkožní tukové tkáni žádná korelace s diabetem ani dalšími znaky metabolického 
syndromu není, mírné zvýšení detekce TNFα v podkožní tkáni se objevuje až při morbidní 
obezitě s BMI přes 40 (Plomgaard et al. 2007). V našech výsledcích hladina TNF α nebyla 
zvýšena ani vlivem β3 agonisty, ani PPARγ agonisty troglitazonu nebo antagonisty SR-202. 
Výsledky práce byly prezentovány na několika kongresech a jsou publikovány ve sborníku 
abstrakt uvedených na konci práce.
6.5.3  Resistin 
Molekula mRNA pro resistin kóduje vznik polypeptidu resistinu o 114 aminokyselinách 
obsahující signální sekvenci o 20 aminokyselinách. Forma polypeptidu vylučovaná do 
cirkulace se skládá z 94 aminokyselin a obsahuje 11 Cys zbytků. Resistin je vylučován jako 
dimér spojený disulfidickým můstkem přes Cys26. Mutace této části molekuly vede 
k vylučování resistinu jako monomeru. Zbylých 10 Cys molekul se nejspíše váže 
v intramolekulárních disulfidických můstcích, které jsou známy z podoby monomerních 
polypeptidů (Banerjee and Lazar 2001). Retn mRNA a resistin protein se zvýšeně tvoří při 
diferenciaci adipocytů a 3T3-L1 adipogenezi (Steppan et al. 2001). Naopak Kim a 
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spolupracovníci popsali, že zvýšená exprese resistinu blokuje 3T3-L1 adipogenezi (Kim et al.
2001). Ať už u myších nebo potkaních adipocytů se resistin tvoří výhradně v bílé tukové tkáni 
(Steppan et al.2001, Kim et al.2001, Holcomb et al. 2000). Nejvyšší exprese byla popsána 
v tukové tkáni gonadální u samic. U obézních samic myší lze však nalézt sníženou hladinu 
resistinu (Way et al. 2001). Hladina resistinu je zvýšená u dvou různých genetických modelů 
(ob/ob a db/db) a i u modelu dietou-indukované obezity (DIO)  a diabetu (Steppan et al. 
2001). Ob/Ob myši, které jsou léčeny rosiglitazonem vykazují snížení hladiny resistinu 
(Steppan et al. 2001). 
Tyto výsledky výzkumu ukazují, že cirkulující  resistin může přispívat k insulinoresistenci. 
Akutní podání rekombinantního resistinu konvenčním myším vede k mírnému snížení 
glukózové tolerance. Bylo popsáno i snížení exprese adipocytárního resistinu spojené se 
zvýšenou insulinovou sensitivitou u myšího modelu insulinové resistence (Yamauchi et al. 
2001a). Resistin snižuje také pohlcování glukózy v závislosti na insulinu v kulturách 3T3-L1 
adipocytů (Steppan et al. 2001) a naopak „předléčení“ resistin-produkujících 3T3-L1 
adipocytů neutralizační protilátkou proti resistinu zlepšil insulinem-stimulovaný transport 
glukózy (Steppan et al. 2001). Data výzkumu ukazují, že resistin může mít opačný efekt na 
adipocyty než insulin i když další průběh signalizační dráhy a resistinový receptor nejsou 
známy. Gen podobný genu pro resistin byl popsán u člověka na 19 chromozomu (Steppan et 
al. 2001). Aminokyselinové složení se však s myším resistinem shoduje jen v 59%, a jeho 
exprese je u lidí ve srovnání s expresí  myšího resistinu výrazně nižší (Savage et al.2001, 
Nagaev and Smith 2001). 
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Resistin a metabolický syndrom
U experimentálních zvířat je jeho exprese indukována diferenciací adipocytů a naopak klesá 
po aplikaci insulin senzitizérů. Hladina resistinu stoupá jak u genetické- hereditární, tak u 
navozené obezity. Nebylo však dokázáno, že by resistin byl původcem insulinoresistence u 
DM II typu u obézních (Hainer 2004). Vzestup hladiny plazmatického resistinu na zánětlivé 
stimuly (LPS, TNFα) je nejspíše způsoben aktivací imunokompetentních buněk typu 
polymorfonukleárů, kde se resistin tvoří také, než adipocytů. Zvýšení hladiny totiž korelovalo 
se zvýšením TNFα a TNFR2 volným receptorem v živých objektech nebo v izolovaných 
polymorfonukleárech (Lehrke et al. 2004,  Kaser et al. 2003). Avšak v adipocytárních 
kulturách bez imunokompetentních buněk naopak hladina mRNA pro  resistin výrazně se 
zvýšením hladiny TNFα klesala (Fasshauer et al. 2001, Shojima et al. 2002). U žen někteří 
autoři nenašli žádnou korelaci zánětlivých markerů nebo zhoršení glukózové tolerance 
s hladinou resistinu (Janowska et al. 2006, Stejskal et al. 2002, Lee et al. 2003), zatímco ve 
studiích s převahou mužů 36:9 se asociace diabetu a hladiny resistinu jasně ukazuje, stejně 
jako blok jeho insulinové indukce rosiglitazonem (Mc Ternan et al. 2003). Jinde lze nalézt 
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efekt resistinu na snížení tranksripce insulinového receptoru v izolovaných β buňkách 
ostrůvků pankreatu, což by mohlo být důvodem snížení produkce insulinu u nemocných 
s metabolickým syndromem (Brown et al. 2007). 
Z našich prací vyplývá, že resistin není ovlivňován troglitazonem ani SR-202 v prvních 24 
hodinách. Jedinný významný vzestup hladiny oproti kontrole byl pozorován po β3 agonisticky 
působícím BRL-37344. Výsledky práce byly prezentovány na několika kongresech a jsou 
publikovány ve sborníku abstrakt uvedených na konci práce.
6.6  Další specifické signalizační dráhy adipocytů a jejich využítí 
v léčbě obezity a metabolického syndromu.
6.6.1  PPARγ  receptor
PPARγ receptor- receptor aktivovaný peroxisomovými proliferátory byl objeven v roce 1992 
klonováním receptorů žáby- drápatky vodní -Xenopus laevis. I když název vychází 
z původních pokusů s PPARα  izoformou, pro PPARγ je zavádějící , protože ani PPARγ ani 
PPAR β není spojen s proliferací peroxisomů (Kliewer et al. 2001). Zatímco u člověka se 
PPARγ gen nachází na  chromosomu 3 v pozici 3p25 (Greene et al. 1995) u hlodavců se 
objevuje na 6. chromosomu v pozici  E3-F1 (Jones et al. 1995).  Gen PPARγ  hlodavců však 
vykazuje vysoký stupeň shody s genem lidským (Fajas et al. 1997). Genovou transkripcí 
vznikají 3 isoformy gama 1, 2 a 3, z nichž exprese gama 2 je dominantní pro bílou tukovou 
tkáň (Haluzík and Svačina 2005). Podobná distribuce je popsána i u hlodavců, jak ukazuje 
tabulka (PPARδ je synonymem pro PPARβ):
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 (Schoonjans et al. 1996 b)
Již počátkem 80 let minulého století v japonské  farmaceutické společnosti Takeda objevili 
slibnou skupinu nových antidiabetik –thiazolidindiony, také nazývané glitazony, tedy ještě 
bez přesné znalosti jejich mechanismu účinku (Sohda et al. 1982).  V dnešní době je 
mechanismus účinku těchto PPARgamma agonistů z velké části objasněn, jak ukazuje 
následující obrázek:
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tak pomocí syntetických ligandů jako jsou  thiazolidindiony, tyrosinová analoga. To vede 
k heterodimerizaci PPARgamma receptoru s retinoidním X receptorem (RXR). RXR váže 
k aktivaci jako ligand 9-cis retinovou kyselinu (RA). Vzniká heterodimerický komplex jako 
nezbytná podmínka k vazbě na peroxisome proliferator-activated receptor response elements 
(PPRE) v oblasti promoteru cílových genů. Po vazbě na promoter dochází k navázání 
komplexů koaktivatorů s histon acetyl-transferazovou aktivitou. Dochází ke změně struktury 
nukleosomu umožňující přístup transkripčních faktorů k promoterům cílových genů. 
Výslednými traskripty jsou:
1/ signální molekuly adipocytární diferenciace- CAAT/enhancer binding protein- α 
(C/CEBP α) a signal transducers and activators of transcription (STAT) 1,5A a 5B. 
2/ molekuly zvyšující insulinem stimulované vychytávání glukozy- insulin-stimulated glucose
transporter 4 (GLUT4), phosphatidylinositol 3-kináza (PI-3-Kinase), cbl-associated
protein (CAP), insulin receptor substrate (IRS) 1 a 2 a adiponectin, zároveň je blokována 
exprese resistinu
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3/ molekuly umoňující hromadění lipidů v adipocytech- adipocyte fatty acid binding protein 
(aP2), acyl-CoA binding protein (ACBP), lipoproteinová lipáza (LPL), acyl-CoA synthetáza 
(ACS), fatty acid transport protein (FATP), fatty acid translokáza (CD36) a phosphoenol 
pyruvát karboxykináza (PEPCK), zároveň je snížena exprese leptinu a tumor necrosis faktoru-
 α (TNF α) (Brown and McIntosh 2003).
Účinkem glitazonu dojde k indukci lipogenních genů a hyperplazii tukové tkáně, ale zároveň 
se aktivuje glycerolkináza, přemění se glycerol na glycerol-3-fosfát, dochází k reesterifikaci 
mastných kyselin na triacylglyceroly. Ty se zas lipolyticky mění na mastné kyseliny a 
glycerol a v tomto krátkém slepém cyklu pak dojde k blokádě oběhu mastných kyselin a 
snížení jejich vyplavení do krve. Tím glitazony působí proti hypertrigylceridemii, která se 
podílí na  insulinové resistenci. Nejvýznamnější antidiabetika této skupiny jsou troglitazon, 
rosiglitazon a pioglitazon. Podobným účinkem jako glitazony účinkují deriváty vitamínu A- 
retinoidy (Hainer et al. 2004). Pro glitazony se dle QSAR studií zdá rozhodujícím kriteriem 
pro afinitu k receptoru a aktivitu molekuly vyšší stupeň sterického uspořádání, hydrofobicita, 
vyšší počet atomů schopných tvořit vodíkové můstky a celková elektronegativita. Přehledné 
studie zabývající se popisem PPARγ receptoru odhalují i postupně farmakoforové skupiny 
glitazonů a jiných ligandů PPAR (Sheu et al. 2005).
Nejvýznamnějším transkriptem vznikajícm působením PPARγ agonistů-  thiazolidindionů je 
nejspíše adiponectin. Léčba troglitazonem zvyšuje plazmatický adiponectin u lidí s nadváhou 
a intolerancí glukózy nebo diabetiků asi 3x, léčba rosiglitazonem asi 2x. Pioglitazon vede 
navíc ke zvýšení poměru vysokomolekulární adiponectin/ celkový adiponectin  a toto ještě 
více zvýšuje insulinosenzitivitu v jaterní tkáni než sekrece nízkomolekulárních forem 
(Nishida et al. 2007).
Reakce na glitazony se liší také podle buněk, které jsou zkoumány. Ná následujícím grafu je 
patrné, že nástup produkce adiponectinu , jeho výsledná hladina i aktivita jednotlivých 
agonistů se liší u izolovaných primárních mezenteriálních adipocytů (MA) od 3T3-L1 
preadipocytární linie a to dosti výrazně:
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Tak například, zatímco u kultivace 3T3-L1 preadipocytů začíná stoupat hladina  adiponectinu 
v médiu po přidání troglitazonu až 18. den a 20. den dosahuje tisícinásobku bazální hladiny, 
tak u primárně izolovaných mezenteriálních adipocytů (MA) v prvních 10 dnech glitazony 
spíše bazální sekreci adiponectinu tlumí (5x ve srovnání s kontrolou) a a vzestup sekrece 
adiponectinu od bazální počáteční sekrece po glitazonech je sotva stonásobný (Mineo et al. 
2007).  Podobnou zkušenost s dvoufázovým průběhem sekrece adiponectinu jsme získali u 
krátkodobé kultivace epididymálních adipocytů potkana i v našich pokusech a výsledky byly 
publikovány v abstraktech uvedenách na konci práce.
Rozílnou odpověď můžeme nalézt i u hypertrofie tukové tkáně na troglitazon u jednotlivých 
kompartmentů tukové tkáně u potkana při pokusech in vivo:
(upraveno a zkráceno podle Okuno et al. 1998). 
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Z tabulky jednoznačně vyplývá, že jen tuková tkáň epididymidální obézních potkanů reaguje 
hypertrofií na přítomnost troglitazonu (statistická významnost p<0,05 označena *), zatímco 
tuk lokalizovaný jinde, stejně jako všechen tuk u potkanů s normální váhou tyto reakce 
nevykazuje.
Zajímavá skutečnost je, že jak mírná aktivace (na obrázku číslo 1), tak redukce (na obrázku 
číslo 3) PPARgamma signální dráhy zlepšuje jak obezitu, tak insulinoresistenci, i když 
pokaždé jiným mechanismem:
(Yamauchi et al. 2001b)
6.6.1.1  PPARγ blokátory
V poslední době jsou intenzivně hledány i látky selektivně blokující PPARγ receptor.
Takovou látkou je například SR-202 s IC50=140µM. Látka 
neblokuje ani PPARα ani PPARβ agonisty a není toxická 
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až do hladiny 400 µM. Navíc studie autorů probíhali in vivo na myších a byla tudíž méně 
pravděpodobná toxicita dané látky. 
Proto byla látka SR-202 použita v naší práci jako selektivní blokátor PPARγ efektu 
troglitazonu( viz publikace č 1 v přehledu publikací na konci práce).
(Rieusset  et al. 2002)
Existují i další a selektivnější PPARγ blokátory jako je 
PD068235 s IC50 =0.8µM, který však nefunguje na 
terminálně diferencovaných tukových buňkách, kde 
není schopen blokovat transkripci vyvolanou 
rosiglitazonem. Na rozdíl od diferencovaných buněk 
je schopen ve vyvíjejících se 3T3-L1 preadipocytech 
působit proti účinku rosiglitazonu (Camp et al.
    2001).
Dále byl syntetizován BADGE PPARγ antagonista s přibližnou účinností  IC50= 100µM 
Látka má dost špatnou rozpustnost a nebyla testována na schopnost blokovat transkripci 
adiponectinu (Wright et al. 2000).
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Další látkou s blokádou PPARγ  je LG100641 s IC50 =25µM, která sice blokuje účinek 
rosiglitazonu na vývoj preadipocytů, 
ale kupodivu neblokuje účinek 
glitazonů na vychytávání glukozy do 
adipocytu. I proto jsou někteří autoři 
přesvědčení, že tato molekula může 
být perspektivní molekulou při léčbě 
diabetu u obézních nemocných s eliminací zvyšování váhy jako po glitazonech a přitom 
zachovanou schopností zvyšovat insulinosenzitivitu (Mukherjee et al. 2000). Poslední 
přehledná práce zabývající se syntézou selektivnější a účinnějších PPARγ  antagonistů 
dosahujících až IC50=5,4 µM a mapující vztah struktury a účinku byla publikována v roce 
2008 (Deng et al. 2008).
Kromě PPARγ dependentní funkce thiazolidindionů (TZDs) se množí důkazy, že glitazony- 
PPARγ agonisté mohou působit i jinými nonPPARγ mechanismy. Přehled takových 
signálních drah demonstruje následující schéma (* označuje místa ovlivnitelná NO, PPARδ je 
synonymem pro PPARβ):
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Byť PPARgamma efekt je závislý na dávce glitazonu, jak ukazuje následná tabulka,
mnohé účinky glitazonů vykazují jiný nebo přímo opačný trend než v uvedené tabulce 
s prakticky nulovou účinností rosiglitazonu a přitom vysokou účinností troglitazonu nebo 
ciglitazonu. Tak je tomu u účinku na produkci NO, aktivaci a sekreci cytokinů, expresi 
prozánětlivých a adhezních molekul (Feinstein et al. 2005). Byly popsány i účinky glitazonů 
na sekreci kyseliny arachidonové u PPARγ  deficitních buněk, stejně jako nemožnost 
blokovat tento účinek PPARγ  antagonisty (Tsukamoto et al. 2004). Ve zmíněném ohledu je 
najčastěji skloňována alternativní PPARγ  independentní aktivace AMPK pomocí glitazonů.
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Takové výsledky jsme zaznamenali i v naší práci, kde β3 agonistou vyvolaná iNOS 
aktivace, stejně jako lipolýza byla blokována sice PPARγ agonistou, ale tento vliv nebylo 
možné zastavit pomocí specifického PPARγ antagonisty nýbrž AMPK antagonistou-
Compound C (viz publikace 1 v seznamu publikací)
6.6.2  Adenosin monofosfát kináza (AMPK)
Asi 2% savčího genomu kodují geny pro kinázy. Adenosin monofosfát dependetní kináza- 
AMPK se skládá z heterotrimerického komplexu s obsahem α,β a γ podjednotky. Existují 
α1, 2, β1,2, γ1,2,3 varianty podjednotek AMPK. Každá podjednotka je kodována jiným 
genem na jiném chromozomu. Kinázovou aktivitu zajišťuje doména na α podjednotce, 
naopak podjednotka β zajišťuje vazbu na AMP.  Podjednotka β má take vazebné místo pro 
glykogen a místa pro myristoylizaci.  Podjednotka γ se váže na α podjednotku na dvou 
místech – jedno je v katalytické doméně a jedno poblíž C-konce.  Podjednotka γ obsahuje 4 
domény pro cystathionine beta-syntházu (CBS) které vždy po dvojících váží AMP. Na 
vazebném místě ATP soutěží o vazbu s AMP. ATP má však nižší afinitu než AMP. Navíc 
vazba molekuly AMP na jednom vazebném míste zvyšuje její afinitu k vazbě na druhém. 
AMP vznikající z reakcí adenylát kinázy (ADP + ADP => ATP + AMP) je vlastně důsledkem 
zvýšené spotřeby energie buňky se vzestupem ADP jako substrátu pro reakci nebo poklesem 
ATP při hypoxii apod. (Winder et Thomson 2007). Vazba AMP na AMPKγ podjednotce 
vede ke konformační změně a umožnuje aktivační fosforylaci nadřazeným kinázám-AMPKK, 
jako je  LKB1-STRAD-MO25 nebo CaMKK nebo TAK1. Další nadřazenou kinázou se zdá 
být katecholaminy regulovaná PKA a ATM aktivovaná pomocí AICAR (Sun et al. 2007, 
Suzuki et al. 2004). 
AMPK má mnoho fosforylačních míst, ale pro aktivitu je nutná fosforylace pouze na Thyr 
172 místě α podjednotky. Naopak fosforylace na S485 alpha1 podjednotky stejně jako 
fosforylace na S491 alpha2 podjednotky vede ke snížení aktivity AMPK. Tato místa jsou 
fosforylována nejen pomocí PKA, jako důsledek katecholaminové aktivace, ale i 
autofosforylována samotnou AMPK přes PKB/Akt  zajišťující tím negativní zpětnou vazbu 
(Hurley et al. 2006). PKB je také prostředníkem insulinem zprostředkovaného snížení 
aktivity AMPK  (Horman et al. 2006). Regulace AMPK pomocí nadřazených AMPKK je 
silnějším stimulem než vliv samotné hladiny AMP v buňce, tím spíše hladiny ATP. Asi 
poloviční AMPK aktivace nastává při hladině asi  2 µM AMP, zatímco blokáda AMPK 
aktivity pomocí ATP se objevuje až u hladiny  4 mM ATP tedy při poměru 
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AMP/ATP=0,0005 (Stein et al. 2000). Přitom za normálních podmínek je poměr koncentrací 
AMP/ATP= 0,1-0,3. Na druhou stranu tím, že dojde k vazbě AMP na γ  podjednotku AMPK 
blokuje se současně přístup fosfatáz k inaktivačním místům a zvyšuje se vazba nadřazených 
kináz jako LKB1. Bylo taktéž prokázáno, že senzorem na hladinu AMP jsou právě spíše 
nadřazené kinázy, z nichž LKB1-STRAD-MO25 je kromě poklesu ATP a  AMP  aktivována i 
fosforylací pomocí PKA a MAPK (v lokusu Ser431)  a naopak inaktivována acyl-CoA 
s mastnými kyselinami s dlouhým řetězcem, stejně jako ve svalu aktivována fyzickým 
cvičením (Hutchinson et al. 2005). AMPK je také senzorem pro intracelulární obsah 
glukozy. Je aktivována při hladině pod 5,5mM glukozy a její aktivita klesá od koncentrace 
glukozy 5,5 mM po 15 mM (Rutter  et al. 2003).
Mechanismus regulace AMPK ukazuje následující schema:
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Vazebná místa regulačních nadřazených kináz a dalších regulátorů na AMPK ukazuje 
následující obrázek:
U člověka se nachází však pouze 3 komplexy podjenotek s následující četností (α2β2γ1 >> 
α2β2γ3 = α1β2γ1) (Violett et al. 2010)
Podjednotka γ3 souvisí výrazně s hladinou LDL-cholesterolu a koncentrací apolipoproteinu 
B100 stejně jako s praediabetickými rysy u metabolického syndromu (Weyrich et al. 2007). 
Poslední práce z roku 2010 pak nacházejí významnou asociaci mezi podjednotkou α1 a α2 s 
účinností metforminu na léčbu diabetu, stejně jako velmi významnou asociaci diabetu s γ2 
podjednotkou AMPK (p= 0,0001) (Jablonski et al. 2010). γ2 podjednotka se zdá být totiž 
nositelem necitlivosti AMPK na AMP, lze však předpokládat, že její četnost je v populaci 
velmi nízká. Na fyzické cvičení v rychle se kontrahujících svalových vláknech dochází k 
aktivaci AMPK  hlavně u kombinace α2β2γ3 (Birk and Wojtaszewski 2006). Enzym 
obsahující α2 podjednotku se více objevuje v buněčném jádru a tedy nejspíše více ovlivňuje 
genovou regulaci (Salt et al. 1998).
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Význam AMPK u obesity a metabolického syndromu:AMPK je zapojena do mnoha 
metabolických dějů a její význam u metabolického významu je zřejmý z následujícího 
schématu:
(Hardie 2003)
1/ Jedním z předpokládaných mechanismů antidiabetického působení AMPK je zajištění non-
insulindependentní translokace 
GLUT4 transportéru pro glukozu na 
povrch svalových buněk, jak 
ukazujenásledujícíschema: Zatímco 
AMPK je aktivováno chemickým 
ligandem AICAR přěměňujícím se v 
buňce na  
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ZMP ( viz níže) a aktivace AMPK vede k fosforylaci a translokaci GLUT4 transportéru na 
povrch buňky, tak insulinová signalizační dráha aktivuje IRS-1 a fosforylace GLUT4 je zde 
zprostředkována PI3-K. (Musi  et Goodyear  2006). Katecholaminy jsou ve svalu schopni 
aktivovat AMPK pomocí α adrenergni mediace (Hutchinson et Bengtsson 2006)   
2/ Další mechanismus zlepšení insulinoresistence pomocí aktivace AMPK se předpokládá v 
tukových buňkách: 
Snížením vyplavování volných mastných kyselin z adipocytů se snižuje hlavně 
insulinoresistence jater. Svou roli hraje i změna exkrece adipokinů, které mají take vliv na 
insulinoresistenci (Daval et al. 2006). Mechanismus ovlivnění lipolýzy pomocí AMPK je 
zatím nejasný, jednou z možných variant je AMPK vyvolaná fosforylace eIF2a faktoru 
ovlivňujícího transkripci genů včetně PPARgamma a HSL (Dagon et al. 2006). Další 
možností je přímá fosforylační blokáda HSL, což dle některých autorů znemožňuje 
translokaci HSL do tukové kapénky (Garton et al. 1989).
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 Dále byla prokázána translokace GLUT 4 na porvch 3T3-L1 preadipocytů působením jak 
AICAR, tak dinitrofenolu- tedy aktivátorů AMPK, která by mohla vést ke zvýšenému příjmu 
glukozy a v druhé řadě startovat lipogenezi a blokovat lipolýzu (Yamaguchi S et al. 2005).
3/ AMPK v jaterních i svalových buňkách fosforyluje glykogen syntházu a to v N-terminální 
oblasti (viz schema) 
čímž (kromě dalších kináz – CKI, GCK3, CKII a PKA) blokuje tvorbu glykogenu. 
Grafy vlevo ukazují, jak AICAR- aktivator AMPK se po přeměně v aktivní metabolit ZMP 
a po aktivaci AMPK (měřeno v jednotkách pmol/min/mg proteinu)- graf B, sníží aktivitu 
glykogen syntházy- graf C.  
O něco jiná je situace vlivu AICAR na glycogen 
fosforylázu, kde se předpokládá, že vliv aktivní 
složky AICAR, tedy ZMP je přímý bez AMPK a 
aktivace glykogen
 
fosforylázy je allosterická a nezávislá na 
AMPK ( viz schéma vpravo uvedené) (Longnus et al. 2003). 
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Naopak glykogen sám může aktivitu AMPK blokovat a to vazbou na její β podjednotce. A tak 
v kosterním svalu byla s poklesem glykogenu zaznamenána vyšší aktivace AMPK cvičením, 
než při normální hladině glykogenu (Derave et al. 2000, Kawanaka et al. 2000). 
4/ Zatímco AMPK je citlivým monitorem buňky poměru AMP/ATP, detekce oxidačního 
stavu buňky vyjádřený v NAD/NADH poměru v buňce monitoruje systém silent information 
regulator T1- SIRT 1. Tyto dva systémy spolu souvisí tak, že AMPK je aktivována pomoci 
SIRT1 přes aktivaci AMPKK-LKB1(deacetylací pomocí SIRT1, fungující jako 
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histone/protein deacetyláza, jako např. na LKB1 Lysinu K48, dojde k translokaci LKB1 
z jádra do cytoplazmy k AMPK) a zas naopak SIRT1 je aktivován AMPK (která aktivační 
fosforylací nikotinamid phosphoribosyltransferazy (Nampt) zvyšuje hladinu 
nikotinamidinukleotidu (NAD+) přeměnou z nikotinamidu (NAM)). Společnou aktivací tak 
mohou ovlivňovat výrazně děje závislé na energetickém stavu buňky a přes aktivátor 
transkripce PGC-1α, který jsou schopny ve dvou krocích – fosforylace a deacetylace 
aktivovat, regulovat expresi důležitých genů jak ukazuje následující graf:
(Ruderman et al. 2010)
6.6.2.1  Aktivátory AMPK
AICAR
Jako nejznámější activator AMPK je znám AICAR. Tato molekula po průniku do buňky je 
pomocí adenosinkázy přeměněna na ZMP a dale nahrazuje aktivační efekt AMP na jeho 
vazebném místě na AMPK.
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Výsledky působení však částečně mohou jít na vrub vlivu na mitochondriální respiraci, kde 
AICAR působí snížení respirace a zvýšení AMP. Ačkoliv je AICAR používán jako aktivátor 
pro studium APMK a je v pokusech na lidech dobře tolerován, je nevhodný pro terapii hlavně 
v důsledku krátkodobého efektu, nízké biologické dostupnosti a zvýšení hladiny kyseliny 
mléčné a močové v krvi při jeho užití (Dixon et al. 1991, Leung et al. 1994).
Thiazolidindiony
Jako přímé aktivátory AMPK se zdají podle posledních výzkumů i glitazony- 
thiazolodindiony, které jsou v současnosti v terapii DM používány. Dle níže uvedených 
autorů aktivují AMPK příliš rychle, než aby šlo o transkripční děj zprostředkovaný PPARγ 
receptorem. Následující grafy ukazují přímou aktivaci AMPK její fosforylací na Thr 172 
místě (pAMPK), jasně účinnou od hladiny 20µM Troglitazonu (TRO). Současně je zobrazena 
fosforylace i acetyl-CoA karboxylázy (pACC), která je závislá na AMPK aktivaci.
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Graf ukazuje přímý vliv Troglitazonu (TRO) na aktivaci AMPK prostřednictvím fosforylace 
na Thr172 AMPK α podjednotce (AMPKα). Pokus byl proveden na svalu musc.extensor 
digitorum longus Sprague-Dawley potkana.
Aktivace AMPK prostřednictvím glitazonů se však děje i v jiných tkáních, než jen na svalech, 
jak ukazují níže uvedené grafy – pokus na m. gastrocnemius, m. soleus, játrech, a 
epididymální tukové tkáni v přítomnosti Troglitazonu (TRO) vedoucí k fosforylaci AMPK na 
Thr172 a následně ACC na Ser 79.
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(LeBrasseur et al. 2006)
Grafy jasně ukazují výrazný efekt troglitazonu na fosforylaci AMPK  a tudíž její aktivaci 
právě v epididymální tkáni potkana- tedy obdobném modelu jako byl použit v naší práci.
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Vzhledem k nulovému efektu PPARgamma antagonisty SR-202 na účinek Troglitazonu 
v našem experimentu předpokládáme, že AMPK signální dráha může hrát i v našich 
experimentech svou roli, což je prezentovánao v publikaci č.1.
Metformin
Metformin je používán jako antidiabetikum už řadu let. Jeho hlavní antidiabetický efekt je 
nesjpíše zprostředkován blokádou uvolňování glukozy z jater (Cusi et al. 1996). Tradovaný 
efekt na zvýšené vychytávání glukozy v játrech a svalech nebyl i přes 26 týdnů trvající léčbu 
diabetiků-dobrovolníků pomocí PET detekce s perfuzí [lSF]2-fluoro-2-deoxy-D-glukozy 
prokázán.  Na rozdíl od metforminu stejná léčba s rosiglizanozem sice nevedla k zvýšenému 
vychytávání glukozy v játrech, ale v jiných orgánech ano (p < 0.05). (Iozzo et al. 2003). 
Účinek metforminu na zvyšování insulinové senzitivity je přinejmenším částečně 
zprostředkován aktivací AMPK, kterou Metformin aktivuje jak v játrech, tak v kosterním 
svalu. Toto bylo mimo jiné prokázáno i tím, že u myší se specifickým knockoutem AMPKK- 
LKB1 v játrech dochází k úplnému vymizení efektu metfominu na pokles glykemie (Shaw et 
al. 2005). Mechanismus, jakým metformin snižuje vyplavování glukozy z jater, zůstává přesto 
nejasný.  Byť ve vyšších koncentracích může inhibovat complex 1 cytochromu C 
elektronového transportu s následným poklesem poměru ATP/AMP a tím aktivovat AMPK 
(Owen et al. 2000). Další práce tuto možnost vylučují a upozorňují na možnost přímé 
aktivace AMPK metforminem bez změny energetické bilance buňky i bez vlivu na AMPKK 
(Hawley  et al. 2002). Jasné je však to, že pokud je již AMPK aktivována , pak ovlivňuje 
glykogenolýzu, jak již bylo výše zmíněno.
Pro nejasný efekt metforminu na uptake glukozy v tukové tkáni nebyl tento zahrnut do 
experimentů na adipocytech.
Hormonální a cytokinová regulace AMPK.
Na regulaci AMPK se také podílejí adipokiny a hormony produkované při zánětu a adipocyty.
Tak byl popsán vliv adiponectinu na vzestup aktivity AMPK jak v játech (Yamauchi et al. 
2002), tak v příčně pruhovaných svalech (Tomas et al. 2002). Stejně tak leptin stimuluje 
AMPK  a to jak přechodně přímo, tak α-adrenergním mechanismem. Naopak v hypotalamu 
efekt  leptinu na AMPK je blokující a dle autorů to vede v důsledku k pocitu nasycení. U 
resistinu byl prokázán inhibiční vliv na AMPK (Kahn et al 2005), zatímco Interleukin 6 
v tukové tkáni a ve svalech AMPK aktivuje (Kelly et al. 2004, MacDonald et al. 2003).
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Z druhé strany AMPK je schopna regulovat sekreci adipokinů z tukových buněk a tak zatímco 
u  TNFa a interleukinu 6 byl v důsledku AMPK aktivity zazanemanán pokles sekrece, sekrece 
adiponectinu působením AICAR aktivátoru AMPK stoupá (Lihn et al. 2004).
Katecholaminy a další látky aktivující AMPK
Aktivátorem AMPK jsou také katecholaminy, zvláště pak adrenalin, který je kromě hypoxie a 
hyperosmolarity hlavním prostředníkem aktivace AMPK při svalové práci. Podání 
propranololu jako betablokátoru před působením adrenalinu 
má za následek snížení aktivace α1 a α2 podjednotek 
AMPK, jakož i snižení lipolýzy epididymální tukové tkáně 
potkana (Koh et al. 2007). Výzkumy z posledních let 
analyzují  i nízkomolekulární látky aktivující AMPK, které 
mají na rozdíl od AICAR malý efekt na mitochondriální 
dýchání a nezvyšují AMP. (Guigas et al. 2009). Takovým 
příkladem je látka A-769662 získaná analýzou vazeb 700000 látek na částečně purifikované 
jednotky AMPK (Cool et al. 2006). Teprve toxikologické studie ukáží, zda bude možné 
A-769662 používat v humanní medicíně.
6.6.2.2  Blokátory AMPK
Inaktivace AMPK může probíhat pomocí protein fosfatáz jako je PP2A a PP2C, z nichž 
PP2C zajišťuje převážnou většinu AMPK dephosphorylace jak v buněčných liniích, tak ve 
tkáni (Ingebritsen et al., 1983, Marley et al. 1996). Proces defosforylace je však ovlivňován 
hladinou AMP, jehož vazba na AMPK sníží dostupnost fosfátové skupiny pro fosfatázu, 
stejně jako zvýší dostupnost AMPK pro nadřazené 
AMPKK, které jsou konstitutivně aktivní (Davies et al. 
1995).
V experimentální práci se však využívá prakticky jen 
specifický blokátor AMPK- Compound C. Jeho  IC50= 
0,04µM a má dostatečnou specificitu pro AMPK a jeho 
efekt byl potvrzen v mnoha pracích jak například v mozkové tkáni hlodavců (Li J. et al. 
2007), tak v jaterní tkáni  (Zhou G et al. 2001). Přesto poslední práce prokazují i non AMPK 
dependentní efekt Compound C s možnou blokádou (ERK8), dual-specificity tyrosine-
phosphorylated and -regulated kinazy (DYRK),  phosphorylaza kinazy (PHK),  sarcoma 
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kinazy (Src) a fms-like tyrosine kinazy (Flt) (Bain et al. 2007). To by také mohlo vysvětlovat 
reakci některých buněk na Compound C i přes deficitní α 
podjednotky AMPK (Emergling et al. 2007). Proto jsou 
vyvíjeny i další specifické blokátory AMPK, z nichž 
jednou z nadějných molekul je další derivát pyrazolo[1,5-
a]pyrimidinu sice s menší aktivitou (IC50= 0,06µM), ale 
zato nižší účinností i vůči zmíněným alternativním kinázám (Machrouhi et al. 2010).
V našich experimentech jsme využili tudiž Compound C jako zatím nejvíce užívaný 
selektivní blokátor AMPK s dobrým efektem (viz publikace 1).
6.6.3  β3 adrenergní receptor
Lidský gen pro  β3-adrenoceptor se nachází na chromosomu 8p11.1-8p12 (Nahmias et al. 
1991). V genové struktuře vykazuje gen β3-receptoru více intronů než geny β1 a β2 receptorů. 
Lidský gen pro β3-receptor má 2 exony (druhý pouze pro posledních 6 aminokyselin), kdežto 
gen hlodavce obsahuje 3 exony. Významný rozdíl mezi β3, β1 a β2 receptorem je u β3 
receptoru neexistující fosforylační místo na krátkém C- úseku, které je u ostatních receptorů 
fosforylováno pomocí PKA nebo protein kinázou spřaženou s G-proteiny. To částečně 
vysvětluje absenci downregulace β3 receptoru a nulovou resistenci i po dlouhodobé aktivaci 
β3-agonistou (Pietri-Rouxel and Strosberg 1995). V roce 1998 byl popsán ještě β4 receptor, 
(Kaumann et al. 1998), jehož dalším výzkumem se zjistilo, že se spíše jedná pouze o 
konformační změnu β1 adrenergního receptoru se změněnou afinitou k některým ligandům. To 
potvrdily i experimenty β1 AR knockoutovaných myší, kde  β4 receptor chyběl také 
(Kaumann et al. 2001; Konkar et al. 2000).
Míra exprese β3 receptoru je u člověka mnohem menší než u potkana (cca 5x), přesto mRNA 
β3 receptoru je detekovatelná a vyšší u omentálních adipocytů, než u podkožních (Krief et al. 
1993). Distribuce ve tkáni se zdá výhodná, neboť nejvyšší koncentrace β3 agonistů se 
objevuje v mezenteriální tukové tkáni s adekvátní lipolytickou odpovědí (Hashimoto et al. 
1996). Spolu s tím fakt, že lipolýza je ve viscerálních adipocytech 3x více závislá na β 
receptoru než v subkutánních adipocytech (Hellmer et al.1992) a fakt, že někteří autoři 
neprokázali β3 dependentní lipolýzu v podkožním tuku vůbec (Rosenbaum et al. 1993),  dělá 
z β3-mimetik  potenciálně velmi zajímavé látky k selektivnímu léčení obezity centrálního typu 
s omezením lipolýzy na viscerální tukovou tkáň mezenteria. Vztah metabolického syndromu a 
β3 receptoru podtrhuje i skutečnost, že podle posledních publikací  polymorphismus 
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Trp64Arg β3 adrenoreceptorového genu snižující jeho aktivitu vede ke zvýšení insulinové 
resistence (de Luis et al. 2010) stejně jako ke snížení lipolýzy u omentálních adipocytů 
(Umekawa et al. 1999) u člověka. Někteří autoři však při experimentu s izolovanými 
omentálními adipocyty člověka β3 dependentí lipolýzu neprokázali (Van Liefde et al. 1994). 
U β3-agonistů se předpokládá, že mají kromě periferního efektu i centrální efekt na hubnutí. 
Bylo popsáno, že β3 agonista BRL-37344 podaný intraperitoneálně (i.p.) jak štíhlým tak 
obézním Zucker potkanům vedl k poklesu příjmu potravy. Tento indukovaný pokles byl 
snížen současným podáním propranololu jako β blokátoru do 3. komory mozku a to více u 
obézních potkanů, než štíhlých nebo po podání  i.p. pokud předcházelo aplikaci BRL-37344 
i.p.(Tsujii and Bray 1997). Centrální efekt β3 mimetik je u člověka velmi nepravděpodobný, 
protože měřením exprese nebyla v mozkové tkáni člověka přítomnost mRNA β3 receptoru 
prokázána (Berkowitz et al. 1995).  
Mechanismus periferní lipolýzy v adipocytech je zprostředkován jak zvýšením cAMP 
v buňce tak u hnědého tuku i nejspíše extracelulární aktivací ERK1/2 fosforylace a aktivací Gs 
a nikoliv Gi proteinu (Mizuno et al. 2000) se spoluúčastní protein kinázy A (Murphy et al. 
1993). ERK-MAPK signální dráha se podílí na lipolýze významnou měrou (30%) jen u 3T3-
L1 preadipocytárních buněčných liniích (Greenberg et al. 2001) a nikoliv v bílé tukové tkáni 
(Mizuno et al. 2000). 
U studií zabývajících se efektem agonistů nebo antagonistů na β-3 adrenergní receptor a 
potažmo i na lipolýzu je třeba při srovnávání velké opatrnosti, podle toho jestli byly 
provedeny na membánových modelech nebo na celých buňkách. Podle provedení 
experimentů se totiž liší i efektivita agonistů a vaznost jednotlivých typů agonistů/antagonistů 
na receptor, jak ukazuje následující tabulka:
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A tak zatímco u isoprenalinu vidíme v tabulce až 30x nižší afinitu k receptoru v celých 
buňkách než na membránovém receptoru, tak agonista CGP-12177 má vazbu 100x vyšší na 
receptor v experimentu na izolovaných membránových receptorech ve srovnání s receptory 
v celé buňce. 
Tyto rozdíly, jak ve vazbě na receptor, tak v aktivitě na receptoru lze vysvětlit buď odlišným 
stavem β -receptoru co se týče vazby s příslušným G-proteinem, nebo různým stavem 
konformace receptoru v jednotlivých pokusech. Dle autorů si lze předtavit 2 extrémní 
konformace β receptoru a to jak u β1 tak u β3: Zatímco membránová konformace má větší 
afinitu k aryloxypropanolaminovým strukturám ať už agonistů (CGP-12177 ) nebo 
antagonistů (propranolol, iodocyanopindolol ), což se pak odráží i u jejich aktivity na 
receptoru, konformace vyskytující se na celých buňkách má vyšší afinitu 
k arylethanolaminovým strukturám (příkladem je agonista BRL37344). Obdobnou situaci si 
lze představit u β1 a již zmíněném β 4 receptoru (který se ukázal být jen jiným konformačním 
stavem β1 receptoru), jak ukazuje násleující diagram. Na diagramu čárkované linie ukazují 
slabší afinitu ve srovnání s plnými liniemi a značky + / – označují agonisty / antagonisty na 
příslušném receptoru ( Konkar et al. 2000; Arch 2002).
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(Arch 2002)
Takový model by vysvětloval mnohé rozporné výsledky experimentů na β3 adrenergním 
receptoru.
Srovnáním selektivity a efektu agonistlů a antagonistů na β-receptorech ukazuje následující 
tabulka (afinita je vyjádřena jako pKi a efekt je vyjádřen v procentech aktivace 
adenylátcyklázy vůči isoprenalinu):
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(Hoffmann et al. 2004)
Jedním z nejvíce užívaných β 3 agonistů je 
arylethanolaminový derivát BRL-37344, který byl použit i 
v našich experimentech. BRL-37344 je látka s 2 chirálními 
centry a podává se běžně jako racemická směs RR + SS. 
Izolace jednotlivých izomerů nevede ani k vyšší selektivitě 
vůči β3 receptoru, ani k vyšší účinnosti (k účinnosti 
racemátu se nejvíce se blíží RR izomer) ( Ida et al. 1996). V konkrétním případě účinku na 
pravou srdeční síň, tracheu a lipolýzu u potkana vypadá selektivita u BRL- 37344 a aktivita u 
jeho opticky aktivních isomerů následovně:
84
Přímo ve tkáni ještě dochází u části molekul k inverznímu zvratu z RR na RS izomer, tedy 
částečné (dle tabulky 60- 120 násobné) ztrátě lipolytické aktivity. (zkráceno a upravno dle 
Ida K. et al. 1996). 
Ačkoliv β3 receptor je schopen reagovat následnou produkcí cAMP jako druhého posla na 
různé agonisty, aktivace Gs proteinů a schopnost aktivovat ERK/MAPK dráhu se u 
jednotlivých agonistů β3 liší, jak ukazuje následující tabulka:
Srovnáním vnitřní aktivity (I.A.) a EC50 je zřejmé, že BRL-34377 je spíše 
antagonistou než agonistou ERK, zatímco na produkci cAMP má obvyklý 
agonistickyý vliv ( tabulka upravena- zkrácena z Gerhardt et al. 1999). 
Liší se také v různých adipocytech , neboť výše popsaný β3 agonista 
BRL-37344, který má dle tabulky antagonistický efekt na ERK1/2 u 
humánních β-3 receptorů se naopak u 3T3-L1 preadipocytů projevuje jako 
ERK1/2 agonista a v koncentraci kolem 
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1 µM 6-10x zvyšuje ERK fosforylaci (Mizuno et al. 2000).  Podle stejných 
autorů ERK1/2 fosforylace nemá u bílého tuku člověka na lipolýzu vůbec vliv 
( Mizuno et al. 1999), může však ovlivnit transkripci různých aktivních 
proteinů. β3 receptor může v tukové tkáni nejen působit lipolýzu, ale i 
indukovat expresi UCP, jak dokládá obrázek. To se děje prostřednictvím PKA 
a MAPK:
Taková indukce UCP1 byla dokumentována jen u hnědé tukové tkáně, která v dospělosti 
člověka nepředstavuje zásadní část tuku a její objem je v celkovém objemu tuku u dospělého 
člověka zanedbatelný. Tomu i odpovídá předpokládaná termogeneze u člověka závislá na 
hnědém tuku v optimistickém pohledu dosahující maximálně 4-7%, kdežto isoprenalinem 
zvýšený metabolický obrat dosahuje vzestupu až o 30% a nelze tudíž jeho efekt na 
termogenezi vysvětlovat jen působením na hnědou tukovou tkáň. Existují studie, které 
dokazují, že β3 selektivní agonista (s β1 a β2 antagonistkým efektem) může vést 
k významnému vzestupu energetickému obratu u člověka (Arch 2001).
 BRL-37344 vede zároveň ke zvýšení vychytávání a oxidace glukózy v příčně pruhovaném 
svalu a toto je zprostředkováno proteinkinázou C přes předpokládaný poněkud odlišný 
receptor βskel. (Board et al. 2000). 
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BRL-37344 byl použit i v naší experimentální práci s adipocyty jako β3 selektivní 
agonista. Publikace 1.
Budoucnost výzkumu β3 agonistů se zaměřuje na hledání selektivnějších a přitom velmi 
aktivních ligandů β3 receptoru a to jak proto, že ovlivění β1 a β2 receptoru by mělo závažné 
nežádoucí účinky, tak proto, že hustota β3 receptoru je v lidské tukové tkáni nízká. Výzkum 
provázejí komplikace v podobě nízké biologické dostupnosti některých preparátů nebo 
nedostatečné β3 selektivity ve tkáni na rozdíl od buněčných linií (Mathvink et al. 2000, 
Joseph et al. 2003) 
  
Jednou z perspektivních 
molekul se dle některých 
týmů zdá být derivát 
sulfonamidů, u něhož 
substituent na R3- N-
hexan, R4, R5 bez 
substituentu (proton-H) 
má EC 50 až 0,43nM.
Pro vazbu na receptor se zdá být dle vazebných studií a QSAR modelování rozhodující jak 
iontová vazba v místě BS1 biofarmakoforu s Aspartátem 117 receptoru, tak další 
biofarmakoforové skupiny BS2- π elektrony aromatického jádra. Optimální vzdálenost BS1 a 
BS2 je 5,4 Ångströmů, další farmakoforová místa molekuly je ss3 a ss4 hydrofobní části a 
dále Brönstedova baze- akceptoru protonu na sulfonamidové skupině ss2.
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(Prathipati  and Saxena 2005)
Byly také popsány vhodné vzdálenosti distálního konce R3 substituentu od OH skupiny 
ethanolaminu 25,5 Å, od R5 substituentu 11,18 Å a od oxy skupiny ureidové funkční skupiny 
9,1 Å (Kashaw et al. 2003).
6.  Cíle práce
V jednadvacátém století se stává epidemie obezity a metabolického syndromu vážným 
problémem všech rozvinutých států. Přes dosažené úspěchy v léčbě diabetu, hypertenze 
zůstává problém farmakoterapie obezity a potažmo i metabolického syndromu nedořešen. 
V hledání nových léčiv na léčbu obezity se staly cílovou tkání viscerální adipocyty, které jsou 
v přímé spojitosti s rozvojem diabetu a metabolických komplikací obezity. Přesto dosud 
existuje jen velmi málo signálních molekul a signálních drah, které by bylo možné využít 
k zacílení na viscerální adipocyty. Jednou z těchto, pro viscerální adipocyty specifickou, 
signální drahou je PPARγ nukleární receptorová signalizace s jejími mediátory- glitazony 
(thiazolidindiony). Druhým známým specifikem viscerálních adipocytů je β3 adrenergní 
signalizační dráha. Z předchozích prací na našem ústavu jsme znali, že β3 adrenergní 
signalizační dráha ovlivňuje kromě lipolýzy i expresi iNOS. Protože molekula NO vznikající 
z iNOS je významnou molekulou nejen pro imunitní děje typu endotoxinového šoku, ale 
hlavně je nejsilnějším endogenním vazodilatačním působkem, tedy molekulou ovlivňující i 
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další složku metabolického syndromu-hypertenzi, zahrnuli jsme do svých pozorování jak 
lipolytickou odpověd na stimulaci β3 a PPARgamma agonisty, tak odpověď v podobě 
produkce NO a exprese iNOS. Navíc molekula NO působí i jako scavenger kyslíkových 
radikálů a tím ovlivňuje i spoustu dalších oxidačně redukčních dějů v buňce včetně 
fosforylačních dějů.
V první části naší práce jsme se proto zaměřili na vzájemné ovlivnění dvou výše uvedených 
signalizačních, pro viscerální adipocyty svým způsobem specifických, farmakologických cílů. 
Snažili jsme se odpovědět na následující otázky:
1/ Ovlivňují se vzájemně signální dráhy závislé na glitazonech (deklarovaných jako PPARγ 
specifičtí agonisté) a β3 adrenergních agonistech v účinku na lipolýzu?
2/ Ovlivňují se vzájemně signální dráhy závislé na glitazonech  a β3 adrenergních agonistech 
v účinku na NO produkci a iNOS expresi?
Významnou roli v metabolickém syndromu hraje ovlivnění glykemie. Kromě pomalého 
kolísání hladiny glykemie při svalové práci a příjmu potravy je nejsilnějším a nejrychlejším 
aktivátorem hyperglykemie jaterní glykogenolýza. V druhé části naší práce jsme se proto 
zaměřili na glykogenolýzu v jaterních buňkách bohatých na glykogen s cílem ověřit působení 
adrenergních agonistů na glykogenolýzu ve srovnání s glukagonem jako standartním 
glykogenolytickým agens. Jako v přechozí části jsme zahrnuli ovlivnění produkce NO a 
exprese iNOS těmito látkami v jaterních buňkách.
Snažili jsme se ve své práci odpovědět na následující otázky:
1/ Jaké látky s adrenergním účinkem mají větší vliv na jaterní glykogenolýzu v glykogen 
bohatých potkaních hepatocytech- β1  nebo α1 adrenergní agonisté?
2/ Jaký je vliv těchto látek na produkci NO a expresi iNOS a koreluje tento vliv 
s glykogenolýzou?  
3/ Jaký vliv má stimulace nebo blokáda produkce NO naopak na glykogenolýzu?
Z úvodu této práce je patrné, že podobné pokusy byly prováděny na jiných buněčných 
modelech nebo buněčných liniích, dle našich dostupných zdrojů, nebyly do té doby 
provedeny pokusy stejného typu na primárních kulturách potkaních epididymálních adipocytů 
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a primárních kulturách potkaních hepatocytů bohatých na glykogen. Taktéž nebyla provedena 
korelace s NO produkcí a iNOS expresí na těchto kulturách ani použit za stejným účelem 
PPARγ blokátor SR-202. Z předchozího úvodu také vyplývá, že nelze aproximovat vlastnosti 
jednoho typu buněčných linií na druhý (například účinek adrenergních látek na 3T3-L1 
preadipocytech na kulturu primárně izolovaných adipocytů) a tudíž nezbývá, než podobné 
pokusy provést v různých modelových situacích a tím se teprve přiblížit k patofyziologickým 
podmínkám lidského organismu při obezitě a metabolickém syndromu.
I když si naše práce jistě nekladla za cíl objevit mechanismus účinku nových léčiv pro léčbu 
obezity a metabolického syndromu, svými výsledky může prospět na dlouhé cestě k hledání 
nových cílových struktur a signalizačních drah pro taková léčiva.
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7.  Používané metody a experimentální modely v mé práci
Na tomto místě jsou zmíněny obecné principy metodiky práce, konkrétní postupy jsou 
zmíněny v jednotlivých publikacích včetně uspořádání jednotlivých pokusů.




















BRL-37344- selektivní β3 – adrenergní agonista
Chemický název: (±)-(R*,R*)-[4-[2-[[2-(3-
Chlorophenyl)-2- hydroxyethyl] amino] propyl] 
phenoxy] acetic acid sodium
Db-cAMP
Chemický název: dibutyryl cAMP sodium salt
L-NAME




Chemický název: Aminoguanidine hydrochloride
SNAP
Chemický název: S-Nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine






SR-202- selektivní blokátor PPARγ  




Dále byla použita činidla na detekci a další chemikálie: sulfanylová kyselina, N-(1-
Naphtyl)ethylendiamine, Dihydrochloride,  dimethyl sulfoxid (DMSO) a další byly získány 
od firmy Sigma-Aldrich (Praha).
7.2  Použitá laboratorní zvířata:
V pokusech byli použiti samci laboratorního potkana kmene Wistar od dodavatele Velaz sro. 
Únětice 139, Praha -západ. Byli zakoupení v hmotnostním rozpětí mezi 150 a 300g a ve stáří 
7-12 týdnů. Dříve než byla zvířata zařazena do pokusu, byla aklimatizována 7 dní  a po celou 
dobu chována v zvířetníku Farmakologického ústavu1.LF UK. Podmínky chovu byly 
udržovány při regulované stálé teplotě 22+2°C a relativní vlhkosti vzduchu 50+10% a při 12 
hodinovém cyklu střídání světla a tmy. Po celou dobu měla zvířata přístup k granulovaníé 
standartní stravě a přístup k vodě ad libitum.8-12 hodin před samotným experimentem byla 
zvířatům odejmuta tuhá strava.
Celkově chov probíhal ve shodě s Vyhláškou ministerstva zemědělství č 311/1997 Sb: O 
chovu a využití pokusných zvířat. Protokoly chovu zvířat byly ve shodě s schválením 
Odborné komise pro práci s pokusnými zvířaty1.LF UK podle zákona ČNR č. 246/1992, na 
ochranu zvířat proti týrání, v platném znění.
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7.3 Metodika izolace a kultivace adipocytů
Po usmrcení zvířat dislokací krční míchy za CO2 anestezie, byla epididymální tkáň 
rozstříhána a inkubována 1 hod v roztoku KRB pufru (Krebs-Ringer-bicarbonate buffer, pH 
7.4) s kolagenázou (2mg/2g tukové tkáně), následně byly vzniklé buňky protlačeny skrze 
nylonovou síťku s 500 µm velkými póry a 3x propláchnuty roztokem pufru KRP (136 mM 
NaCl, 4.7 mM KCl, 1.25 mM MgSO4, 1.25 mM CaCl2, 5 mM Na3PO4, 2 mM NaHCO3, 25 
mM HEPES pH 7.4). Takto homogenizované adipocyty byly inkubovány v 35-mm Petriho 
misce a udržovány při teplotě 37°C, ve smesi 95% vzduchu a  5% CO2  v Dulbeccově 
modifikovaném Eagle’s mediu s přidáním směsi gentamicinu a penicilinu a to po dobu 1, 2, 6, 
12, 24 hodin podle probíhajících pokusů.
7.4 Metodika izolace a kultivace hepatocytů
Hepatocyty byly izolovány z potkaních jater standardní dvou-fázovou metodou kolagenázové 
perfúze, kdy kolegenáza byla přidána v druhé fázi- tak jak bylo popsáno dříve (Farghali et al
1994). Po izolaci, byla zhodnocena buněčná životnost trypanovou modří. 
Příprava buněk bohatých na glykogen:
Podle publikované metody dle Shiroyamy byly hepatocyty v množství 1.5×106 umístěny na 
35-mm Petriho misku potaženou kolagenem a udržovány při teplotě 37°C, ve směsi 95% 
vzduchu a  5% CO2 ve Williamsově mediu E s přidáním gentamicinu, L-glutamine
10 mM HEPES, 6% fetalního bovinního séra, 10-7 M insulinu a 20 mM glukózy. Vysoký 
obsah glykogenu byl potvrzen jak biochemicky, tak histochemicky (Shiroyama et al. 1998).
7.5 Metodiky detekce 
Resistin- hladiny byly měřeny ELISA metodou -kitem od firmy Bio Vendor založené na 
reakci tetramethyl benzidinu s křenovou peroxidázou ve vazbě na streptavidinový komplex: 
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Vzniklá sloučenina absorbuje světelené záření při vlnové délce 285 nm. 
Výsledná hladina resistinu byla vypočítána dle kalibrační křivky. 
Adiponectin- hladiny byly měřeny ELISA metodou -kitem od firmy Linco Research ( nyní 
součást firmy Millipore). Reakce je založena na stejném principu, jako předchozí měření 
resistinu. Pro ilustraci uvádíme postup ve schématu:
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Množství proteinu v buňce bylo měřeno pomocí kitu od  Sigma-Aldrich, Czech Republic
Reakce je založena na reakci s Coomassie blue barvivem za vzniku komplexu s s maximem 
absorpce kolem 595nm.
(Krohn 2005)
Produkce NO byla měřena přes jejich oxidační produkty NO2- and NO3-  v mediu buněčných 
kultur kolorimetricky při 540 nm a pomocí Griesseho reagentu. Hladina NO byla pak 
extrapolována podle NaNO2 kalibrační křivky. Reakce je založena na vzniku červenofialové 
diazo-sloučeniny jak ukazuje následující schéma:
(Tarpey et al. 2004)
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K testování byl použi kit pro stanovení NO2-/NO3- produktů firmy Roche.
Exprese iNOS  v kulturách hepatocytů pomocí komparativní RT-PCR - po 24-hodinách 
kultivace byly hepatocyty použity pro reversní transkripci a PCR(RT-PCR).
Celková RNA z hepatocytů byla izolována podle předchozí metodiky (Farghali et al. 2002). 
The relativní množství iNOS mRNA bylo určeno srovnáním se signálem standardizovaného 
množství β-actinu a přepočítáno na celkové množství RNA extrahované z buněk.
Exprese iNOS v kulturách adipocytů pomocí quantitativní RT-PCR  
Ihned po ukončení kultivace byla celková RNA 
izolovanána z adipocytů pomocí RNAeasy lipid 
tissue mini kit podle doporučení výrobce Qiagen 
Czech Republic- nákres viz schéma. Obsah 
RNA je v adipocytech ve srovnání s jinými 
buňkami velmi malý jak ukazuje tabulka:
(RNeasy® Lipid Tissue Handbook)
qRTPCR ( provedla Václavíková Radka –
SZÚ) Quantitative real-time polymerázová 
řetězová reakce (PCR) byla provedena pomocí 
TaqMan Universal PCR Master mix  (kit no. 
4304437) a TaqMan Gene Expression 
(RNeasy® Lipid Tissue Handbook)              Assays (NOS2 kit no.: Rn00561646_m1 a beta 
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2 microglobulin (B2m) kit No.: Rn00560865_m1) zakoupených od  Applied Biosystems 
(Foster City, CA, USA). Relativní kvantifikace genové exprese po RT-PCR byla zhodnocena 
pomocí gelové elektroforezy v 2 % agarozovém gelu při barvení ethidium bromidem. Celková 
koncentrace RNA byla vypočítána podle fluorescenční detekce s použitím ultra sensitive 
RiboGreen RNA fluorescent nucleic acid reagent (kit No.R11490, Invitrogen) podle návodu 
výrobce. RNA byla uchována v alikvotních dílech při -80 °C až do použití. cDNA byla 
syntetizována za použití 1,0 µg celkové RNA pomocí RevertAidTM First Strand cDNA 
syntézy (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania) s náhodnými hexamer primery podle návodu 
výrobce. 
(RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit #K1621, #K1622)
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Exprese  NOS2 a B2m genů jsme vypočítali  za pomocí přístroje RotorGene 6000 (Corbett 
Research, Sydney, Australia). Směs pro real-time PCR reakci obsahovala 10 µl 2x TaqMan 
Universal PCR Master Mix, 1.0 µl specifické TaqMan probe (s konečnou koncentrací 250 
nM, označenou 6-FAM na 5´-konci a with non-fluorescentním zhášečem na 3´-konci, vše od 
Applied Biosystems), a primery jak pro B2m, tak pro NOS2 amplifikaci (konečná 
koncentrace  900 nM u každého), 5 µl z 4-násobně zředěné cDNA bylo přidáním vody 
upraveno na konečný objem 20 µl. Parametry pro PCR byly počáteční denaturace při 95°C po 
dobu  15 min,  následně 50 cyklů skládajících se z denaturace při 95°C po dobu 15 s a 
annealing/extenze při 60°C po dobu 60 s. Fluorescence byla měřena po každé extenzi. 
Kontrolní vzorek obsahoval vodu místo cDNA. Míra genové transcripce byla vždy počítána 
po trojicích. Jako endogenní kontrola sloužil B2m. Genová exprese  NOS2 byla hondocena 
komparativní kvantifikací za předpokladu, že odpovídá 2-ΔΔct , kde  ΔΔct = Δct (zkoumaného 
vzorku) – Δct (kalibratoru). Δct= ct (cílového genu, u nás NOS2) – ct (endogenní kontroly, u 
nás B2m) kde ct je měřena v prahovém cyklu, kde fluorescence vzorku přesáhne znatelně 
fluorescence pozadí. mRNA z adipocytů, které sloužily jako kontrola a nebyly pod vlivem 
zkoumaných látek, byla použita jako kalibrator (tato hodnota byla označena jako 1). 
Měření lipolýzy pomocí glycerolu
Lipolýza byla vyjádřena jako poměr uvolnění glycerol z buněčné kultury adipocytů do 
kultivačního media. Při detekci byla využita metoda dle Lamberta a Neisha publikovaná v 












další reakci v 
kyselém 
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prostředí s 30% H2SO4 dojde k substituci kyseliny chromotropové (CA) s formaldehydem za 
vzniku purpurově barevné sloučeniny s maximem adsorpce v 570 nm. Stanovení hladiny 
glycerolu bylo pak provedeno vzhledem ke kalibrační křivce sestrojené podle standartní řady 
ředěného glycerolu.
8. Statistické metody:
K zhodnocení statistické významnosti byly použity následující testy- Studentův párový test- 
k posouzení významnosti rozdílů dvou průměrů a rozdílu kontrolního a experimentální měření 
na stejném vzorku. K analýze rozptylu byla použita metoda ANOVA s Bonferoniho párovým 
testem pomocí statistického programu GraphPad in Stat 3.06. K stanovení míry těsnosti a 
statistické závislosti byla použita analýza lineární regrese s testem významnosti koeficientu 
korelace.
9. Výsledky práce 
V první části práce jsme se zaměřili na farmakologické modifikace signálů na kulturách 
primárně izolovaných potkaních epididymálních adipocytů.
Výsledky naší práce s primárně izolovanými epididymálními adipocyty potkana v prvmích 24 
hodinách kultivace ukazují na adrenergní regulaci lipolýzy, kdy β3 agonista BRL-37344 
významně zvyšoval lipolýzu, zatímco efekt PPARγ agonisty- troglitazonu ani 
PPARγ antagonisty SR-202 samotných nebyl na lipolýzu výrazný. Výrazně se však změnila 
situace, když měly možnost obě látky působit na BRL-37344 vyvolanou lipolýzu, kde došlo 
k výraznému poklesu lipolýzy vlivem jak troglitazonu, tak SR-202. Pokud byly všechny 3 
látky podány současně, tedy SR-202 by teoreticky měl vyvolat blokádu účinku troglitazonu, 
tak tento efekt nebyl zaznamenán. Tento závěr nás vedl k přesvědčení, že je možné připustit i 
alternativní dráhu blokády lipolýzy než jen skrze PPARγ nukleární receptor, což naznačují i 
práce v odborné literatuře (LeBrasseur et al. 2006). Jedině za takového předpokladu by 
mohly působit synergicky jak antagonista, tak agonista. Jednou z alternativních signálních 
drah s možností účinku na lipolýzu je AMPK aktivace.
Proto jsme v pokusu použiliAMPK blokátor Compound C, který dle našich výsledků byl 
schopen zablokovat efekt troglitazonu na lipolýzu vyvolanou BRL-37344. 
Při podobném uspořádání pokusu s měřením NO v kultivačním mediu, se ukázal 
stejný trend jako u lipolýzy. Pouze SR-202 vedl k vzestupu NO produkce. Z uspořádání 
pokusu je však zřejmé, že se nejedná o antagonismus SR-202 a troglitazonu, neboť pokud by 
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efekt SR-202 deklarovaného PPARgamma agonisty opravdu blokoval troglitazon, pak by 
tento jev byl vidět i při kombinaci těchto dvou látek bez BRL-37344. Naopak při srovnání 
efektu Troglitazonu, SR-202 samotného a jejich kombinace na NO produkci je zřejmé, že 
mají spíše aditivní afekt a nikoliv vzájemný antagonismus (k takovému závěru jsme došli i při 
krátším 30 minutovém působení obou látek -data nejsou v práci uvedena). Tyto závěry nás 
vedly k myšlence vyzkoušet možnost AMPK signalizační dráhy i na NO produkci. Jak 
ukazuje  AMPK blokátor opravdu vedl k blokádě efektu troglitazonu na BRL-37344 
indukovanou lipolýzu. 
Z literatury je známo, že AMPK je schopna blokovat transkripci iNOS (Pilon et al. 
2004). Zajímalo nás tedy, zda NO produkce při uspořádání pokusu je také provázena snížením 
transkripce iNOS. Provedli jsme tudíž i real time q-RTPCR. Výsledky jasně ukázaly, že 
zatímco po BRL-37344 došlo až ke 400% nárůstu mRNA iNOS, přidáním troglitazonu došlo 
k výraznému poklesu mRNA iNOS transkripce, což podporuje naší hypotézu.
V druhé části práce jsme se zaměřily na glykogenolýzu vyvolanou adrenergními 
agonisty a glukagonem.
Ve 30 a 60 minutách po působení glukagonu docházelo v primární kultuře potkaních 
hepatocytů bohatých na glykogen jak ke zvýšení glykogenolyzy, tak k vzestupu oxidu 
dusnatého a zároveň byl zaznamenán pomocí komparativní RT-PCR dvojnásobný vzestup 
iNOS genové exprese. Exprese nebyla ovlivněna L-NAME, neboť tento blokátor iNOS má až 
post -translační efekt. Naopak L-NAME spolu s aminoguanidinem (aminoguanidin ještě více) 
blokují nejen vliv glukagonu na NO produkci, ale i vliv glukagonu na  glykogenolýzu.
Co se týče adrenergních agonistů, byla testována jak řada agonistů β a α- adrenergních, tak 
db-cAMP- analog druhého posla adrenergní stimulace a forskolin- látka vedoucí k vzestupu 
cAMP pomocí aktivace adenylátcyklázy. Všechny tyto látky zvyšovaly jak glykogenolýzu, 
tak NO produkci. Podobný výsledek byl zaznamenán se SNAP, jako exogenním donorem 
NO, při jehož působení opět stoupl stupeň glykogenolýzy i NO produkce. 
I u pokusů s adrenergními agonisty byly zkoušeny blokátory jak adrenergních receptorů, tak 
blokátory NO syntházy. U blokátorů adrenergních receptorů došlo k blokádě efektu na NO a 
glykogenolýzu vyvolaného epinefrinem a phynelyphrinem jen při podání prazocinu a nikoliv 
při podání propranololu. Z čehož vyplývá, že signalizační dráha je nejspíše α -adrenergní  a 
naopak β-adrenergní signalizace zde nehraje výraznou roli.  Blokátory iNOS - L-NAME a 
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aminoguanidin (v koncentraci 10mM) byly schopny zablokovat vliv epinefrinu na 
glykogenolýzu i NO produkci, neovlivnily však významně iNOS transkripci.
10.  Diskuze 
Současné farmakoterapii obezity a metabolického syndromu se dosud nedaří zvládnout 
narůstající prevalenci diabetu a obezity v populaci rozvinutých států světa. A tak neustále 
probíhá aktivní výzkum ve snaze nalézt nové signální molekuly nebo specifické metabolické 
dráhy, na které by bylo možné zacílit terapii ve dvou hlavních orgánech, nejspíše původcích 
nebo jedněch z hlavních aktérů u diabetu a obezity – jaterní tkáně a viscerální tukové tkáně. 
Od 90 let minulého století je navíc známo, že v mnoha signalizačních drahách výraznou roli 
hraje oxid dusnatý (NO) a to nejen jako hlavní molekula vazodilatace, ale i jako molekula 
ovlivňující zánětlivé reakce, oxidoredukční děje v mitochondriích a potažmo i fosforylační 
reakce a transkripci, kterou lze ovlivnit oxidačními a redukčními ději (ve vazbě například na 
SIRT1 histon/protein deacetylázu). V poslední době se ukazuje, že vazbou NO na různé 
molekuly dochází nejen ke vzniku stabilnějších forem NO s přenosem na větší vzdálenosti a 
tedy větším rozsahem ovlivňovaných buněk. V naší práci, kde jsme se zaměřili na lipolýzu, 
NO produkci a glykogenolýzu jsme došli k zajímavým závěrům. Jen velmi málo publikací 
dosud poukázalo na možnost nonPPARγ efektu glitazonů, i když již některé práce se danou 
problematikou v současnosti zabývají.
V našich pokusech s PPARγ agonisty a antagonisty jsme vycházeli ze základní premisy 
farmakologie, že agonista a antagonista, pokud nejsou ireversibilní, se ve svých účincích 
částečně nebo úplně ruší. Jestliže naše výsledky s PPARγ agonistou troglitazonem a PPARγ 
antagonistou SR-202 v sledované lipolýze a NO produkci v adipocytech shodovaly a 
vzájemně se při podání obou látek nerušily, nezbylo než připustit možnost nonPPARgamma 
účinku jedné nebo obou těchto látek. 
Tato premisa se ukázala správnou při přidání AMPK blokátoru Compound C, kde látka 
blokovala efekt Troglitazonu na β3 vyvolanou NO produkci iNOS transkripci a i lipolýzu 
téměř úplně. Je nám jasné, že jako důkaz bude třeba v budoucnu provést i WesternBlot 
analýzu fosforylované AMPK, stejně jako doplnit pokusy o další látky pokud možno 
selektivnější, než byly látky použité, přesto v základním výzkumu se tyto naše výsledky blíží 
k závěrům jiných pracovišť, které na 3T3-L1 preadipocytech (Lennon et al. 2002, Yin et al 
2003), lidských monocytech (Naitoh et al. 2000) a PPARγ knock-out buňkách (Chawla et al.
2001, Tsukamoto et al. 2004) dokázaly obdobné výsledky. Tím se postupně překonává zažitá 
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představa o úplné receptorové selektivitě PPARγ agonistů typu troglitazonu nebo ciglitazonu. 
Pokud by se v dalším výzkumu ukázal tento předpoklad jako pravdivý, měly by výsledky naší 
práce význam nejen teoretický ale i praktický. Pokud by totiž AMPK dependentní složka 
účinku glitazonů blokovala adrenergně vyvolanou lipolýzu, pak se otvírá možnost vyšší 
selektivitou dalších látek odstranit AMPK dependentní prolipogenní efekt glitazonů a 
odstranit tak jejich významný nežádoucí účinek- vzestup hmotnosti léčených pacientů. 
Celý výzkum nonPPARγ efektu gliazonů nejen u nás, ale i ve světě je však v současnosti 
pouze v začátcích. Určitá skepse je tedy, tak jako v celé věděcké práci, na místě a jen čas 
ukáže, zda tyto výsledky budou využitelné pro praxi.
V druhé části své práce jsem se zaměřil na vyvolání glykogenolýzy α a β nespecifickými 
adrenergními agonisty, glukagonem a NO donory a jeji blokádu α a β specifickým 
adrenergním blokátorem a NOS nespecifickým inhibitorem. I když adrenergní mechanismus 
vyvolání glykogenolýzy je všeobecně znám, dosud panují neshody na typu receptoru, přes 
který katecholaminy glykogenolýzu vyvolávají (β2 dependetní glykogenolýzu například 
popisuje práce Erraji-Benchekroun et al. 2005). A tak naše výsledky podporují názor, jenž 
předpokládá α - adrenergni mechanismus katecholaminy vyvolávané glykogenolýzy. Neboť 
prazocin jako α blokátor byl schopen blokovat katecholaminy vyvolanou glykogenolýzu 
v našich pokusech. Pokud se tyto výsldky v dalším výzkumu potvrdí pak praktický význam 
tohoto poznání lze najít například v tom, že současné blokátory receptoru pro glukagon 
indol-2-karboxamidy, které jsou velmi perspektivními léky pro terapii diabetu, vykazují 
nepříjemnou vlastnost a to ztrátu účinnosti v období 2-3 týdnů užívání. Mechanismus této 
komplikace dle některých autorů tkví v tom, že hepatocyty kompenzují blokádu 
glukagonového receptoru jiným mechanismem glykogenolýzy- tedy přes adrenergní receptor. 
Přesné poznání typu adrenergního receptoru a jeho blokáda specifickým α-adrenergním 
blokátorem může prodloužit efekt indol-2-karboxamidů a možná z nich vytvořit při 
kombinaci dobře řiditelné a málo toxické látky na terapii hyperglykemie.
Neméně zajímavým závěrem našich výsledků práce je fakt, že i nespecifické NOS blokátory 
jsou schopny glykogenolýzu zablokovat, stejně jako NO donory glykogenolýzu v izolovaných 
potkaních hepatocytech s vysokým obsahem glykogenu vyvolat. Mechanismus, jakým NO je 
schopno vyvolat glykogenolýzu, je dosud nejasný. Jako nejpravděpodobnější se zdá teorie, že 
inhibicí respiračního řetězce v mitochondrii vyvolává pokles ATP a vzestup AMP, který dále 
kromě aktivace AMPK přímo ovlivňuje několik enzymů glykogenolýzy, jak je uvedeno 
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v literárním přehledu této práce. Toto však není jediné možné vysvětlení. Nabízí se i možnost 
oxidoredukčních změn vyvolaných NO v buňce, které startují SIRT1 zprostředkovanou 
transkripci a teprvé v druhé řadě ovlivňují glykogenolýzu. Dalších signálních drah je jistě 
více. A tak mimo skutečnost, že pro metabolický syndrom mají obě složky mého výzkumu-
glykogenolýza a lipolýza zásadní význam a tudíž metabolický syndrom spojuje obě složky mé 
práce na hepatocytech a adipocytech, je další spojovací článek pro prezentované výsledky 
AMPK , která je taktéž schopna ovlivnit jak glykogenolýzu, tak lipolýzu a NO produkci a 
eventuelně by mohla být do budoucna východiskem pro další práci našeho výzkumného týmu.
11.  Závěr
Efekt troglitazonu na lipolýzu viscerálnch adipocytů a produkci NO (iNOS transkripci) se dle 
naší práce zdá být pravděpodobně nonPPARγ  dependetní- zato AMPK dependentní.  Je 
blokáván AMPK blokátorem a neovlivněn PPARγ selektivním blokátorem. Mechanismus 
adrenergně navozené glykogenolýzy a   NO produkce u potkanních adipocytů je dle naší 
práce zprostředkován α adrenergním a nikoliv β adrenergním receptorem. Je blokován α 
blokátorem a neovlivněn β blokátorem. Donory NO a blokátory NOS ovlivňují dle naší práce 
i glykogenolýzu potkanních hepatocytů bohatých na glykogen. Efekt glukagonu na potkanní 
hepatocyty je obdobný jako u adrenergních agonistů.
Ve své práci jsem se zaměřil na vliv β3 agonistů a PPARγ agonistů/ antagonistů na izolované 
epididymální adipocyty potkana. Během výzkumu buněčného modelu adipocytů jsem zároveň 
zkoumal vliv β3 agonistů/antagonistů a PPARγ agonistů/ antagonistů na sekreci adipokinů 
(adiponectin, leptin, TNFα, resistin). Dále jsem se zaměřil na možnost ovlivnění 
glykogenolýzy glukagonem,  β a α smíšenými adrenergními agonisty a α a β selektivními 
adrenergními antagonisty. Zároveň jsem zkoumal možnost ovlivnění glykogenolýzy NO 
donory nebo NOS inhibitory. Výsledky mé práce jsem odpublikoval v impaktovaných 
časopisech, prezentoval v posterové sekci na kongresu nebo prezentoval jako ústní sdělení.
I když je zřejmé, že výsledky mé práce nepřinesou přímý výstup v léčbě lidí s obezitou a 
metabolickým syndromem, napomohou, doufám, výzkumným týmům, které se budou 
v budoucnu danou tématikou zabývat, tak jako mně zas pomohly práce, které byly 
publikovány dříve a jejichž přehled jsem uvedl v úvodu a jejichž odkazy jsou uvedeny níže.
Všem lidem zapojeným jakýmkoliv způsobem do výzkumu v této problematice přeji na závěr 
hodně trpělivosti, analytické a pragmatické myšlení stejně jako nutnou dávku invence a štěstí.
To samé si neskromně přeji i já sám sobě v následujících letech výzkumné práce.
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